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Uber die Verteilung der reduzierenden Substanz zwischen 
Blutplasma und quergestreiftem Muskel. 


(Ein Beitrag zur Frage nach dem Mechanismus der Insulinwirkung.) 


Von 
Baldomero Sanchez Cuenca (Madrid). 


(Aus dem Laboratorium der stadtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 
(Eingegangen am 1. September 1927.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die in folgendem mitgeteilten Untersuchungen beabsichtigen, die 
Verteilung des Traubenzuckers zwischen Blutplasma und quer- 
gestreifter Muskulatur zu ermitteln. Besonders sollte festgestellt 
werden, ob die Verteilung des Zuckers zwischen Blutplasma und quer- 
gestreifter Muskulatur vom Insulingehalt des Plasmas und der Gewebe 
abhangig ist. 

Zu diesem Zwecke wurde bei weiben mannlichen Mausen, welche 
nach der 6fters beschriebenen, im hiesigen Laboratorium iiblichen 
Weise vorbehandelt waren, die reduzierende Substanz im Fluorid- 
Plasma und in der Muskulatur der vorderen Bauchwand nach Hagedorn- 
Jensen bestimmt und als Traubenzucker berechnet. 

Dabei wurde folgendermaBen verfahren: Méglichst viel Blut wurde 
durch Punktion des am Boden der Orbita gelegenen vendsen Sinus ge- 
wonnen, sofort in ein mit NaF in Substanz beschicktes kleines Zentrifugen- 
glas gegeben und augenblicklich scharf zentrifugiert. Das Plasma wurde 
abgehoben. Je zwei Proben (je nach der erhaltenen Plasmamenge zwischen 
0,03 und 0,1 cem schwankend) wurden nach Hagedorn und Jensen auf 
reduzierende Substanz verarbeitet. Die Abmessung geschah mit 0,1l-cem- 
Pipetten, die auf 0,001 graduiert waren und durch Auswiegen mit Hg 
geeicht wurden. Im Mittel betrug der Fehler (aus 28 beliebigen Doppel- 
bestimmungen berechnet) 3,5°%. Sofort nach der Blutentnahme wurde 
das Tier getétet, die Haut tiber dem Abdomen abprapariert und zwei 
symmetrische Muskelstiicke aus der rechten und linken vorderen Bauch- 
wand herausgeschnitten, die auf einer Torsionswage rasch auf 0,2 mg 
gewogen wurden. Die Muskelstiicke wogen zwischen 80 und 200mg. Sie 
kamen sofort in eisgekiihlte, kleine Porzellanreibschalen, welche etwas 
Quarzsand und 2cem 94°{igen Alkohol von 0° enthielten. Sie wurden 
dann unter Alkohol rasch fein zerrieben. Dann wurde der gesamte Inhalt 
= oe Zeitschrift Band 190. 1 

\ 


J 
‘ 


‘ 


2 B. S. Cuenca: 


der kleinen Reibschale mit 94°%igem Alkohol von 0° in ein Zentrifugenglas 
quantitativ tibergespiilt, wobei ein Gesamtvolumen von etwa 10 ccm er- 
halten wurde. Der Alkohol wurde abzentrifugiert, der Riickstand auf- 
geriihrt und dreimal mit 2 cem 94%igem Alkohol gewaschen. Der Extrakt- 
und Waschalkohol wurde in kleinen, halbkugeligen Glasschalen entweder 
mit Féhn zur Trockne gebracht, oder im Wasserbad bis auf 1 bis 2 ecm 
eingeengt, der Rest mit Féhn zur Trockne gebracht. Der Riickstand wurde 
in 5cem 0,45°%iger ZnSO,-Lésung aufgenommen und dann weiter wie 
bei der Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn und Jensen verfahren. Es 
zeigte sich bald, da8 dieses zeitraubende Verfahren durch ein viel ein- 
facheres ersetzt werden konnte; dieses bestand in folgendem: Die Muskeln 
kamen sofort nach Entnahme aus dem Tiere in Reagenzgliser, welche in 
Kis standen und 5cem 0,45%ige ZnSO,-Lésung enthielten, die auf 0° 
abgekiihlt war. Hierin wurden die Muskeln 2 Stunden bei 0° belassen, 
dann wurde leem n/10 NaOH zugesetzt und weiter wie bei der Blut- 
zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen verfahren. Bei sechs symmetri- 
schen Muskelpaaren ergaben die beiden Methoden folgende Werte: 





Tier mg Zucker pro 100g Muskel Differenz in °/, des 

Nr Alkoholmethode Zinksulfatmethode Amenetoertse 

17 99 98 - g 

18 60 79 + 32 

19 125 129 + 8 

20 50 55 + If 

21 131 138 + 5 

22 122 127 + 4 
Mittelwert : 97,9 104,4 + 66% 


Wurden je sechs symmetrische Muskeln beide Male nach der Alkohol- 
, methode verarbeitet, so erga sich: 





Tier mag Zucker pro 100 g Muskel Differenz in °/, des 
0 nar eee Re kleinsten Wertes 
Muskel links 


Nr. Muskel rechts 

11 53 65 22.6 
12 52 53 1,9 
13 57 57 0 
14 53 55 3.8 
15 42 45 6,6 
16 56 54 3,7 

Mittelwert : 52 56 7,4 % 


Wie man sieht, ist die Ubereinstimmung zwischen dem rechten und 
dem linken Muskel bei beiden Methoden die gleiche. Im Mittel aus sechs 
Tieren stimmen der rechte und der linke Muskel auf etwa 7°, miteinander 
iiberein. Da stets Mittelwerte aus den beiden Bestimmungen gezogen 
wurden, ist der Fehler bei der Bestimmung des Muskelzuckers auf 3,5% 
anzusetzen, er ist also etwa ebenso groB, wie der Fehler bei der Bestimmung 
des Plasmazuckers. 
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Wesentlich ist noch die Angabe der Zeiten, zu denen das Blut ge- 
wonnen, das Tier getétet, die Muskelstiicke entnommen wurden. Der 
lod des Tieres erfolgte etwa 1 Minute nach der Blutentnahme. 2 bis 
3 Minuten spaiter war das erste Muskelstiick entnommen und gewogen, 
zwei weitere Minuten spiéiter ebenso das zweite. 

Der Kiirze halber wird in folgendem stets von ,,Plasmazucker“ 
und ,,Muskelzucker gesprochen werden. Damit soll natiirlich nicht 
gesagt sein, daB die als Traubenzucker berechnete reduzierende Substanz 
im Plasma und im Muskel zu 100°, aus Traubenzucker besteht. Einmal 
ist neben dem Traubenzucker in beiden Fallen noch die sogenannte 
, Restreduktion vorhanden. Zweitens sind im Muskel Hexosephosphat- 
ester vorhanden, deren Reduktionskraft um etwa 20 bis 30°, geringer 
ist, als dem in ihnen enthaltenen Hexoserest entspricht. Die hier ge- 
gebenen Daten kénnen daher nur als Orientierungsversuche betrachtet 
werden, die aber cine erste Annaiherung an die wirklichen Verhiltnisse 
gestatten. 

Saémtliche Werte sind in Milligrammen pro 100g Muskel und in 
Milligrammen pro 100 ccm Plasma wiedergegeben. 

Zuerst wurde festgestellt, wie sich Muskel- und Plasmazucker bei 
Tieren, die seit 18 Stunden hungern und bei Tieren, die reichlich mit 
Brot und Milch gefiittert wurden, verhielten. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 1 und Ll zusammengestellt. 


Tabe lle I. 
Hungertiere. 








Datum Plasmazucker Muskelzucker Quotient 
7. VI. 88,5 53 0,59 
8. VI. 65.5 54.5 0.83 
8. VI. 70,5 59 0,79 
9. VL. 84 52.5 0,62 
10. VI. 68,5 57 0,83 
11. VI. 84 54 0,64 
Mittelwert : 76 55 0,72 
Tabelle 11. 
Gefiitterte Tiere. 
Datum Plasmazucker Muskelzucker Quotient 
24. V. 120 110 0,9 
24. V. 158.5 95 0,59 
27. V 144.5 94 0,65 
7 124.5 120 0,96 
he Ve 141 122 0.86 
3. VI. 151.5 110 0,72 
Mittelwert: 149 108,5 0,77 
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Die Mittelwerte aus je 6 Versuchen ergeben fiir das Hungertier 
76mg Plasmazucker, 55mg Muskelzucker, Verteilungsquotient 0,72. 
fiir das gefiitterte Tier 140 mg Plasmazucker, 108,5 mg Muskelzucker, 
Verteilungsquotient 0.77. Der mittlere Fehler berechnet sich fiir den 
Verteilungsquotienten des Hungertieres zu 0,046, fiir den des gefiitterten 
Tieres zu 0,061. Die zwischen Hungertier und gefiittertem Tier ge- 
fundenen Differenzen im Verteilungsquotienten liegen also in den 
Fehlergrenzen. Wir erhalten mithin das wichtige Ergebnis, daB das 
Hungertier, dessen Insulinsekretion nach Staub! u.a. als sehr gering 
anzusehen ist, und das reichlich mit Kohlehydraten gefiitterte Tier 
dessen Insulinsekretion wohl als maximal anzusehen ist, den gleichen 
Verteilungsquotienten fiir Plasmazucker und Muskelzucker besitzen. 
Dabei betragt der absolute Wert fiir den Plasmazucker beim gefiitterten 
Tiere etwa das Doppelte des Wertes der Hungertiere. Stets ist der 
Quotient kleiner als 1. Es sind nun friiher im hiesigen Laboratorium 
durch Bernhard? und Bissinger* an mit Ringerlésung durchspiilten 
herausgeschnittenen Lebern vom Frosch und von der Ratte die 
Verteilungsquotienten des Traubenzuckers zwischen Ringerlésung und 
Lebergewebe bestimmt worden, dabei fand Bernhard den Quotienten 
im Mittel zu 0,736, Bissinger zu 0,663. Der Mittelwert fiir den Quotienten 
Plasmazucker 
Muskelzucker 
und das gefiitterte Tier zusammen ziehen, 0,745 und liegt den Leber- 
werten sehr nahe. Diese Ubereinstimmung kann kein Zufall sein, sie 
mu daher in allen drei Fallen denselben Grund haben, und zwar 
folgenden. Als Losungsmittel fiir Traubenzucker fungiert nicht das 
gesamte Gewebe, sondern nur das in ihm enthaltene Wasser. Der 
Wassergehalt des Muskels und der Leber ist aber nicht sehr verschieden. 
P. Rona‘ hat in einer grundlegenden Untersuchung schon im Jahre 1910 
durch Kompensationsdialyse gezeig:, daB im Pferdeserum etwa 6°, 
des Gesamtvolumens als ,,nicht lésender Raum‘ fiir Kristalloide an- 
zusehen ist. In unserem Falle ist es nicht méglich, den ,,nicht lésenden 
Raum“ im Muskel und im Plasma anzugeben. Es wurde statt dessen 
der Wassergehalt des Muskels und des Plasmas bei hungernden und 
gefiitterten Tieren ermittelt. Im Mittel aus je drei Bestimmungen 
ergab sich dabei: 


betragt, wenn wir ihn aus den Werten fiir das Hungertier 


1 Staub, Insulin, 2. Aufl., S. 88ff., Berlin, Springer, 1925; ferner 
Zeitschr. f. klin. Med. 104, 587, 1926. 

2 Bernhard, diese Zeitschr. 157, 396, 1925. 

% Bissinger, ebendaselbst 185, 239, 1927. 

* Rona, diese Zeitschr. 29, 506, 1910; vgl. ferner hierzu Augsberger, 
Ergebn. d. Phys. 24, 618, 1925. 
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Verteilung d. reduzierenden Substanz zwischen Blutplasma usw. a) 





Plasma Muskel 
Hungertier ... . . 938,0% H,O 76.7% H,O 
Gefiittertes Tier. . . . 93,9% H,O 77,0% H,O 


Berechnen wir die im Muskel und im Plasma erhaltenen Werte 
nicht auf 100 g Muskel und 100 cem Plasma, sondern auf 100 g Muskel- 
wasser und 100g Plasmawasser, so ergibt sich fiir das Hungertier 
6. = 81,7 Plasmazucker und ~. 71,7 Muskelzucker und 

93 76,7 
als Verteilungsquotient 0,88, wahrend sich ebenso fiir das gefiitterte 
140 . 100 108,5. 100 


Tier die Zahlen ergeben: = 149 Plasmazucker und - 
4a 


if 
- 141 Muskelzucker und als Verteilungsquotient 0,95.  Bilden wir 
das Mittel aus allen Werten, so finden wir, daB im Muskelwasser 92°, 
des Zuckers gelést sind, welche das Plasmawasser lést. Wenn beriick- 
sichtigt wird, daB einmal der Bruchteil der reduzierenden Substanz, 
welcher Traubenzucker ist, im Plasma und im Muskel nicht genau der 
gleiche zu sein braucht, und daB zweitens die Fehlerbreite der Versuche 
eine ziemlich betrichtliche ist, so wird man schlieBen diirfen, daB bei 
stationiren Zustinden, d.h. wenn Diffusionsgleichgewicht zwischen 
Muskel und Blut eingetreten ist, der Zucker sich gleichmaBig auf das 
Muskelwasser und das Plasmawasser verteilt. Es sind keinerlei Anhalts- 
punkte fiir die Annahme da, daB beim gefiitterten, also insulinreichen 
Tier, so etwas wie eine Adsorption von Zucker im Muskel vorkommt, 
welche den Muskelzucker auf héhere Werte als den Plasmazucker 
steigert. Die Tatsache, daB das Maximum des Quotienten 
Zucker in 100 Muskelwasser 
Zucker in 100 Plasmawasser 
nur 0,95 betragt, gibt einen gewissen Hinweis darauf, daB vielleicht ein 
kleiner Teil des Muskelwassers (héchstens 12°) nicht als Lésungsmittel 
fiir Traubenzucker fungiert. Es ist aber die Genauigkeit der erhaltenen 
Werte nicht groB genug, um mit Sicherheit einen solchen Schlu8 zu 
ziehen! 
Wenn nun die Verteilung des Zuckers zwischen Blutplasma und 
Muskel vom Insulingehalt der Gewebe unabhangig ist, so kénnte die 


4 Die Tatsache, dal 100 g Muskel stets weniger reduzierende Substanz 
enthalten als 100g Blutplasma, ist zuerst von Palmer beim Hunde gefunden 
worden. (Journ. of biol. Chem. 80, 79, 1917.) Palmer findet beim Hunde, 
der zuletzt an dem, dem Versuch vorhergehenden Tage gefiittert wurde, 
im Mittel den Plasmazucker zu 112, den Muskelzucker zu 68,3, den 
Quotienten zu 0,61. Eine Erklarung dafiir, daB der Quotient stets kleiner 
als 1 ist, gibt Palmer nicht. 








» 
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Geschwindigkeit, mit der die Verteilung vor sich geht, doch bei insuli: 
armen und insulinreichen Tieren verschieden sein. Mit anderen Worten 
Das Eindringen des Zuckers in den Muskel kénnte beim insulinreichen 
Tier schneller vor sich gehen, als beim insulinarmen. Um diese Frave 
zu priifen, wurde folgendermaBen vorgegangen. Die Maus erhielt in 
die Schwanzvene so viel 10°,ige Traubenzuckerlésung injiziert, daB auf 
100 g Maus ungefahr 0,2 g Traubenzucker injiziert wurden. 5, 10, 15 
23, 30 Minuten spater wurde die Bestimmung des Plasma- und des 
Muskelzuckers vorgenommen. Es wurden dabei méglichst Mittelwert: 
aus je 4 Tieren gezogen. Im ganzen wurden drei solche Versuchsreihen 
angestellt. An Hungertieren und gefiitterten Tieren je eine. Eine dritt: 
an Hungertieren, die gleichzeitig mit der Zuckergabe noch 0,09 Ein 
heiten Insulin Brand pro 100 g Tier intravenés bekamen. Endlich ein 
vierte Reihe an gefiitterten Tieren, bei denen die Verteilung zwischen 
Plasma und Muskel bei endogener Hyperglykamie durch subkutane 
Injektion von 0,02 mg Adrenalin untersucht wurde. Im ganzen wurden 
84 Tiere analysiert. 

Die erhaltenen Werte sind in den Tabellen III bis VI zusammen. 
gestellt. Die Mittelwerte, die aus diesen Zahlen gewonnen wurden 
sind in Tabelle VII bis X aufgefiihrt. Auf Grund der Tabelle VII bis X 
wurden die drei Kurven gezeichnet. 


Tabelle 111. 


Hungertiere mit intravenéser Zuckerinjektion. 


= ——__ __ 





= } towed Plasmazucker Muskelzucker Quotient 


‘ 


’ 5 542 153 0,28 
5 565 172 0,30 
5 494 136 0,28 
5 602 168 0,28 

10 555 . 136 0,25 
10 643 122 “0,19 
10 480 193 0,21 
10 486 121 0,25 
15 349 67 0,19 
15 376 114 0,30 
15 416 106 0,25 
15 400 109 0,27 
15 260 142 0,55 
23 200 85 0,43 
23 232 130 0,56 
23 237 90 0,38 
23 163 118 0,72 
28 251 99 0,39 
30 210 70 0,33 
30 223 87 0,39 


30 203 65 0,32 
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Tabelle 


iv. 





Gefiitterte Tiere nach Zuckerinjektion. 





Zeit in Minuten 
seit der Injektion 


Hungertiere nach Injektion von Zucker und Insulin. 


Plasmazucker 


Tabelle 


Muskelzucker 


247 
149 
144 
283 


219 
106 
148 
181 


248 
124 
148 
162 


159 
140 
160 
134 


Quotient 


0,60 
0,31 
0,38 
0.70 


0.52 
0,52 
0.36 
041 


0,47 
0,29 
0.59 
0.87 


0,89 
0,77 
0.66 
0,76 


0.61 
0,63 





Zeit in Minuten 
seit der Injektion 


1 
1 
l 


_— i 


_ 
x 


bo bo 


Co Ge 


2% 
2 


Stor 


orororor 


0 


to 


ororcor 


Plasmazucker 


596 
385 
42 
496 
322 
133 
133 


205 


Muskelzucker 


199 
115 
St) 
97 
187 
104 
89 
115 


147 


115 
91 
93 


51 


71 
94 


id 
91 


Quotient 


0,33 
0.30 
019 
0,20 
0,55 
0.78 
0,67 
0,56 


1,16 
2.26 
1,00 
2,21 
0,93 


3,10 
2,80 


1.80 
2 80 
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lle VI. Gefiitterte Tiere nach Adrenalininjektion subkutan. 





Zeit in Minuten 
seit der Adrenalin: 
injektion 


~I <1) =~) 


Plasmazucker Muskelzucker 
324 169 
138 154 
192 155 
165 144 
157 151 
217 130 
212 142 
341 146 
237 164 
236 152 
190 155 
280 182 
227 234 


Quotient 


0,49 
1,12 
OS1 
O87 


0.96 
0,60 
0,69 
0.43 
0.69 
0.64 
O81 
0.65 


1,03 


Tabeile VII. Mittelwerte der Hungertiere nach Zuckerinjektion. 


Tabelli 





Zeit in Minuten 
seit der Injektion 


vorher 
5 

10 
15 
23 


30 


Plasmazucker Muskelzucker 
76 5D 
551 157 
541 121 
369 108 
208 106 
224 80 


Quotient 


0,72 
0.28 
0,24 
0,30 
0,51 
0,36 


VIII. Mittelwerte der gefiitterten Tiere nach Zuckerinjektion. 





Zeit in Minuten 
seit der Injektion 


vorher 
5 
10 
15 
23 
32 


Plasmazucker Muskelzucker 
149 108.5 
453 218 
370 164 
355 171 
195 148 
212 132 


Tabelle 1X. 


Mittelwerte der Hungertiere nach Injektion von Zucker und Insulin. 


Quotient 


0,77 
0.48 
0.44 
0,48 
0,76 
0,62 





Zeit in Minuten 
seit der Injektion 


10 
12 
15 
18 
23 


477 
198 
127 
61 
87 
29 
39 


Plasmazucker 


Muskelzucker 


123 
124 
147 
66 
81 
83 
85 


Quotient 


0,26 
0,63 
1,16 
1,08 
0,93 
2,86 
2.18 


nur cin Wert 


nur ein Wert 


je zwei Werte 
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Mittelwerte der gefiitterten Tiere nach Adrenalininjektion. 





Zeit in Minuten 
seitder Adrenaline Plasmazucker Muskelzu 


SSsSFSREB 


#§& 
mg Zucker pro 100 Plasma u. Mushe/ 


8 


220 


SSSRSSTSSSE 


A 


injektion 


205 153 
195 141 
251 154 
254 208 


woe 
woo 


/ 





pM in | __ Min 

5 OSB DW BH 5 OS BD 2 H 
Abb. 1. Abb. 2. 

bb. 1 stellt den Plasmazucker dar. 


cker 


2,10 
2,00 
1,90 
180 
170 
1,60 
1.50 
140 
1,30 
120 
770 
100 
0,90 
0,80 
Q70 
060 
050 
avo 
030 
Q20 
0,70 


Quotient 


0.75 
0,72 
0,61 
0.82 


Mu, 
asa, 


___ Min. 
5 0 &B 202 J 


Abb. 3. 


Abb. 2 stellt den Muskelzucker dar 


Muskelzucker 


Abb. 3 stellt den Quotienten 


ar 


Plasmazucker 


‘Die*beiden Geraden stellen jedesmal die Mittelwerte fiir das unbeeinfluBte Tier dar. 





- — — Getiittertes Tier. Hunger 


ther. 


-—-— Hungertier + Insulin. ~++ ~ Gefuttertes Tier + Adrenalin 


Abszisse: Zeit in Minuten. 


Ordinate: bei Abb. 1 mg Traubenzucker pro 100 ccm Plasma. 
bei Abb. 2 mg Traubenzucker pro 100g Muskel. 
Muskelzucker 


bei Abb. 3 Quotient 


Plasmazucker 
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Die Betrachtung der Werte fiir den Plasmazucker ergibt, dai 
beim Hungertier der Plasmazucker in den ersten 10 Minuten sehr er 
heblich langsamer, dann aber ebenso schnell absinkt wie der Plasma 
zucker des gefiitterten Tieres. Die Kurven fiir den Muskelzucker er 
geben, daB in allen Fallen der Plasmazucker augenblicklich in den 
Muskel ecindringt. Die Kurven fiir den Muskelzucker verlaufen bein 
gefiitterten und beim Hungertier ungefahr parallel. Ihr mittlere: 
Abstand voneinander (= 50mg) entspricht fast genau der mittlere: 
Differenz zwischen dem Muskelzucker der Hungertiere und der ge- 
fiitterten Tiere (53,5 mg). Man darf aber hieraus nicht schlieBen, dai 
der Plasmazucker in beiden Fallen mit gleicher Geschwindigkeit in 
den Muskel diffundiert, denn die Triebkraft — das Diffusionsgefille 
ist in beiden Fallen verschieden. Rechnen wir die erhaltenen Wert: 
auf 100 g Muskelwasser und 100g Plasmawasser um, und berechnen 
wir aus diesen Werten das Diffusionsgefalle fiir den Zucker vom Plasma 
in den Muskel, so ergeben sich folgende Zahlen: 


Tabelle XI. 





Diffusionsgefille in mg pro 100 g Muskels und Plasmawasser 


Zeit in Minuten Hungertier Getuttertes Tier 
5 388 206 
10 424 179 
15 246 154 
23 86 14 
30 137 53 


Obwohl also das Diffusionsgefaille beim Hungertier etwa doppelt 
so groB ist wie beim gefiitterten Tier, dringt anfangs nur ebensovie! 
Zucker in den Muskel ein wie beim gefiitterten Tier, d. h. also die Ge- 
schwindigkeit, mit der der Zucker in den Muskel eindringt, ist beim 
Hungertier kleiner als beim gefiitterten Tier. Dies geht besonders 
deutlich aus der Betrachtung der Abb. 3 hervor, welche die Quotienten 
darstellt. Auch hier verlaufen die Kurven fiir das gefiitterte und das 
Hungertier fast genau parallel. Wahrend aber beim gefiitterten Tier 
nach 23 Minuten die normale Verteilung erreicht ist, wird sie beim 
Hungertier in der von mir gewahlten Versuchszeit tiberhaupt nicht 
erreicht. Es kann also aus diesem Verlaufe der Kurven mit Sicherheit 
der SchluB gezogen werden, daB der Zucker beim Hungertier langsamer 
in den Muskel eindringt als beim gefiitterten Tier. Das gleiche ergibt 
sich fiir die ibrigen Gewebe des Kérpers. Obwohl das Diffusionsgefalle 
beim gefiitterten Tier kleiner sein muB wie beim Hungertier, ergibt 
die Rechnung, da8 die Traubenzuckermenge, welche in die itibrigen 
Gewebe des Kérpers nach 5 Minuten eingedrungen ist, in beiden Fallen 
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etwa die gleiche ist. Wenn man die Plasmamenge einer 20 g schweren 
Maus zu leem ansetzt und das Gewicht der Muskeln zu 10g, ergibt 
ich bei der Injektion von 40 mg Zucker beim Hungertier 5 Minuten 
nach der Injektion: 


Anfanglich vorhanden in leem Plasma . . 0,8mg Zucker 
in 10g Muskel . . . 5,5 ,, 
mess . 2 ws et OD * 
im ganzen. . .. . 46,3 mg Zucker 
nach 5 Minuten in leem Plasma ..... 5,5 ,, = 
PR EF aaa | as 
im ganzen ...... . . 21,2 mg Zucker 
demnach im iibrigen Kérper= 9g .. . . 25,1 ,, o» 0,28 % 


wihrend der Muskel um diese Zeit 0.16%, enthalt. Beim gefiitterten 
Tier ergibt die gleiche Rechnung 25,9 mg Zucker in 9g Restkérper 
oder 0,29°%, waihrend der Muskel um diese Zeit 0,22°, enthalt. 

Ein Blick auf die Muskelzuckerkurve zeigt nun, daB diese beim 
gefiitterten und beim Hungertier einen recht ahnlichen Verlauf auf- 
weist. Beide Kurven sinken anfangs steiler, dann etwas langsamer ab. 
Eine Erklarung hierfiir beim Hungertier zu geben, ist schwierig. Trotzdem 
soll es wenigstens versucht werden. Auf Grund der Erfahrungen von 
Lesser’, sowie von Bissinger und Lesser? kénnen drei Vorgiinge aus- 
geschlossen werden. Der Muskelzucker sinkt beim Hungertier weder 
weil er verbrannt wird, noch weil er zu Milchséiure wird, noch weil er 
zu Glykogen synthetisiert wird. Lesser fand naimlich beim Hungertier 
nach intraperitonealer Zufuhr von 0,22 g Zucker pro 100 g Tier in der 
ersten Stunde keine Anderung des respiratorischen Quotienten. 
Bissinger und Lesser fanden ebenso nach 30 Minuten keine Glykogen- 
bildung. Dagegen fanden sie nach 30 Minuten 31%, des injizierten 
Zuckers beim Hungertier nicht mehr wieder. In meinem Fall betragt 
der Muskelzucker 5 Minuten nach Injektion von 40 mg Traubenzucker 
157 mg, und nach 30 Minuten 80 mg. Es verschwinden also im Muskel 
in 25 Minuten pro 10 g Muskel 7,7 mg Zucker oder 19°%, der injizierten 
Menge. Hierzu kommt noch die unbekannte Zuckermenge, welche in 
den Muskel aus dem Plasma in 25 Minuten diffundiert ist. Der Plasma- 
zucker sinkt in dieser Zeit von 551 auf 224. Es verschwinden also aus 
leem Plasma 3,3 mg Traubenzucker. In den ersten 5 Minuten gehen 
von dem aus dem Plasma verschwindenden Zucker 29°,, in den Muskel. 
Nehmen wir selbst an, daB spaéter mehr in den Muskel geht, etwa 50%, 
so wiirde dies 1,7 mg Traubenzucker ausmachen, in 10 g Muskel ver- 


schwainden dann nicht 7,7, sondern 9.4mg Zucker oder 24°, der in- 


' Lesser, diese Zeitschr. 158, 39, 1924. 
2 Bissinger und Lesser, ebendaselbst 168, 398, 1926. 
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jizierten Zuckermenge. Vermutlich handelt es sich dabei um denselben 
Vorgang, den Bissinger und Lesser bei intraperitonealer Injektion 
beobachtet haben, namlich um eine Verminderung der Reduktionskraft 
des Muskelzuckers. Als Ursache hierfiir kOnnte man an eine Phosphat 
veresterung denken. Wenn dies zutrifft, so wird der Quotient 
Muskelzucker 
Plasmazucker 
Verteilung des Zuckers, fiir die natiirlich nur die nicht veresterte Glucos: 
in Frage kommen kann, wire dann beim Hungertier noch starker zu 
Ungunsten des Muskels verschoben. 

Das Absinken der Kurve des Muskelzuckers beim gefiitterten 
Tier ist dagegen wohl in erster Linie auf Oxydation des Zuckers zu 
beziehen, in zweiter auf Glykogensynthese. Die Menge des in 25 Mi- 
nuten verschwindenden Muskelzuckers betragt 8.6 mg. Hierzu kame 
noch die unbekannte Zuckermenge, welche in 25 Minuten in den Muske! 
aus dem Plasma diffundiert und die sich, auf die gleiche Weise wie 
beim Hungertier geschitzt, zu 1,2 mg ergibt. Der gesamte Zucker- 
schwund im Muskel wiirde also 9,8 mg in 25 Minuten betragen. Unter 
ahnlichen, aber nicht genau gleichen Versuchsbedingungen fand Herr 
Dr. Ammon im hiesigen Laboratorium in der gleichen Zeit eine Oxy- 
dation von 5,3 mg Traubenzucker und eine Glykogensynthese von 
13mg Traubenzucker pro 10g Maus, zusammen also einen Zucker- 
schwund von 6,6 mg. 10g Maus, in denen etwa 5g Muskel enthalten 
sind, haben demnach 70°, des Zuckerumsatzes, den wir fiir 10 g Muskel 
berechnet haben. Ein Ergebnis, das mit Riicksicht darauf, daB sich 
der Zuckerumsatz zum iiberwiegenden Teile in den Muskeln abspielt, 
zu erwarten ist. Das Ergebnis des Vergleiches des Hungertieres und 
des gefiitterten Tieres nach Zuckerinjektion ist mithin, daB der Zucker 
beim Hungertier in den Muskel langsamer eindringt als beim gefiitterten 
Tier, oder anders ausgedriickt, da8 beim Hungertier eine erheblich 
langere Zeit vergehen muB, bis wieder die normale Verteilung des Zuckers 
zwischen Muskel und Blutplasma eingetreten ist. 

In der Zeit zwischen der 23. und der 30. Minute nach der Zucker- 
injektion steigt der Plasmazucker wieder leicht an und gleichzeitig 
sinkt der Quotient. Beide Erscheinungen treten gleichmaBig beim 
gefiitterten und beim Hungertier auf. Sie sind vielleicht darauf zuriick- 
zufiihren, daB der Plasmazucker unter den Wert des Restkérperzuckers 
gesunken ist, und daB nun aus dem Restkérper Zucker in das Plasma 
zuriickstrémt. 

Von besonderem Interesse ist das Verhalten des Plasma- und 
Muskelzuckers und des Quotienten nach intravenéser Injektion von 
Zucker und Insulin. Die Plasmazuckerkurve sinkt in der bekannten 
Weise geradlinig ab und erreicht bereits nach 15 Minuten einen leicht 


um einen unbekannten Wert zu hoch gefunden. Dir 
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hypoglykaémischen Wert, wahrend nach 22 bis 25 Minuten stark hypo- 
slykiimische Werte im Plasma auftreten. Bereits der 5 Minuten nach 
der Injektion erhaltene Wert des Plasmazuckers ist niedriger als der 
Wert beim Hungertier ohne Insulin, aber er ist noch etwas héher als 
beim gefiitterten Tier. Die Werte des Muskelzuckers erreichen nur 
einmal die Kurve des Hungertieres, gewéhnlich liegen sie erheblich 
tiefer. Da wir aus den Versuchen von Bissinger und Lesser wissen, daB 
unter diesen Versuchsbedingungen bei der Maus eine auBerordentlich 
schnelle Verbrennung des Traubenzuckers verbunden mit Glykogen- 
synthese einsetzt, die nach den Versuchen von Dale, Burn, Best, Hoet 
und Marks' vor allem im Muskel vor sich geht, ergibt sich der wichtige 
SchluB: Die Geschwindigkeit der Zuckerverbrennung im Muskel ist 
unabhdngig von der Héhe des Muskelzuckers, abhiingig aber von dem 
Insulingehalt von Blutplasma und Muskel. Der niedrigste Wert fiir den 
Muskelzucker tritt nach 15 Minuten auf, dann folgt wieder ein leichtes 
Ansteigen des Muskelzuckers, obwohl der Plasmazucker weiter sinkt. 
Dieser Anstieg kénnte durch Hydrolyse von vorher synthetisiertem 
Muskelglykogen veranlaBt sein. Sehr iiberraschend ist der zeitliche 
Verlauf des Quotienten. 5 Minuten nach der Injektion finden wir den 
gleichen Wert fiir den Quotienten wie beim Hungertier. Dies liegt 
nicht etwa daran, da$ das Insulin noch nicht gewirkt hat. Der Plasma- 
zucker, der 5 Minuten nach Injektion von Zucker und Insulin um 74 mg 
tiefer liegt als beim Hungertier nach Injektion von Zucker allein, zeigt, 
daB bereits eine kraftige Insulinwirkung da ist. Dieses Verhalten macht 
es wenig wahrscheinlich, daB die erste Wirkung des Insulins eine 
Anderung der Verteilung des Zuckers zwischen Blutplasma und Muskel 
ist. Von nun an steigt der Quotient beinahe geradlinig steil an, so daB 
schon nach 10 Minuten eine nahezu normale Verteilung des Zuckers 
zwischen Muskel und Plasma eingetreten ist, die innerhalb von 30 Mi- 
nuten vom Hungertier iiberhaupt nicht, vom gefiitterten Tier erst nach 
23 Minuten erreicht wird. Dann aber steigt der Quotient weiter, er 
betragt nach 15 Minuten schon | und steigt nach Eintritt starkerer 
Hypoglykimie sogar auf Werte bis zu 2,8! Diese hohen Werte zu er- 
klaren, ist recht schwierig. Es kénnte sich einmal darum handeln, daB 
bei Hypoglykaémie mehr Muskelglykogen hydrolysiert, als verbrannt 
wird. Es kénnte aber auch sein, daB in den spateren Stadien der Insulin- 
wirkung Zucker im Muskel adsorbiert wird. Auf Grund des bisher 
vorliegenden Versuchsmaterials kénnen wir keine Entscheidung zwischen 
beiden Méglichkeiten treffen. Es wird in erster Linie nétig sein, den 
zeitlichen Verlauf der Glykogenbildung und Hydrolyse im Muskel 


1 Dale, Burn, Best, Hoet und Marks, Journ. of physiol. 59, 164, 1924; 
Proc. Roy. Soe. 100, 32, 55, 1926. 
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unter genau gleichen Versuchsbedingungen aufzuzeichnen. Der Vorgang 
ist aber von allen Untersuchern beobachtet worden, welche gleichzeitiy 
Muskel- und Blutzucker bei der Insulinhypoglykaimie bestimmt haben 
Eine Anzahl derartiger Werte habe ich in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellt. 

Tabelle XII. 





Nach Insulingabe Zucker in mg 


memes — Quotient Tierart Beobachter 
in 100g Blut | in 100g Muskel 
44 79 1,79 Maus Cori und Cori! 
42 94 2.24 Kaninchen Dieselben ' 
45 45 1 ‘ Hetenyi* 
50.5 81 1,6 Ratte Miiller * 
88 182 2.1 Dekapitierte, Best, Hoetu. Marks * 
130 190 1.5 eviszerierte Best, Dale, Hoet wu 
34 240 7,0 Katze Marks® 
34 42 1,2 Kaninchen Staub und Frdhlich® 


Die ersten, die auf diese auBerordentlich interessante Erscheinung 
aufmerksam gemacht haben, sind Best, Dale, Hoet und Marks ge- 
wesen (a. a. O. S. 66). Diese Autoren haben an ihren Praparaten 
(dekapitierte, eviszerierte Katzen) die gleiche Erscheinung aber auch 
ohne Insulingabe gefunden, wenn sie die Tiere lediglich durch Aus- 
schaltung der Leber hypoglykamisch machten. Sie fanden dann ebenfalls 
bei einem Blutzucker von 68 einen Muskelzucker von 229, also einen 
Quotienten von 3,4 (1. c. 8. 60). Es ist also-méglich, daB das Auftreten 
von Quotienten, die 1 und mehr betragen, eine Folge der Hypoglykamie 
ist, nicht aber eine: Folge der Insulinwirkung an sich. 

Die Versuche mit Adrenalininjektion (Tabelle VI und X) weichen 
von den Versuchen mit Zuckerinjektion am gefiitterten Tiere vor 
allem dadurch ab, daB die erzielte Hyperglykamie sehr viel geringer 
ist. Eine starkere Stérung des Verteilungsgleichgewichtes zwischen 
Plasmazucker und Muskelzucker tritt daher nicht ein, die Diffusions- 
geschwindigkeit des Traubenzuckers in den Muskel ist also groB genug, 
um das Diffusionsgefille sehr schnell zum Verschwinden zu bringen, 
auch wenn der Plasmazucker bis 254 steigt. Die Kurve der Quotienten 
ergibt, daB sich das gefiitterte Tier bei gleicher Plasmazuckerhéhe 
(etwa 20 Minuten nach der Injektion) nahezu ebenso verhalt wie das 


' Journ. pharm. a. ther. 24, 474, 1925. 

2 Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 45, 439, 1925. 
3’ Diese Zeitschr. 175, 491, 1926. 

* Proc. Roy. Soc. 100, 32, 1926. 

5 Ebendaselbst 100, 55, 1926. 

6 J. Staub, Insulin, 2. Aufl., 8S. 55. 
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\drenalintier. Der gleiche Befund ist fiir die Adrenalinhyperglykamie 
ereits 1917 von Palmer beim Hund erhoben worden (1. c. 8.92). Er 
und im Mittel beim normalen Hund und 2 Stunden nach Adrenalin- 
injektion: 





Plasmazucker Muskelzucker Quotient 

a | SM ee ee 112 68,3 0.61 
Normaler Hund, 2 Std. nach Adrenalin- 

Ds ack a ab Mk Gee 323 200 0,62 


Der Vergleich der Verteilung des Zuckers zwischen Blutplasma 
und Muskel unter den verschiedenen von mir gewahlten Versuchs- 
bedingungen (Hungertiere mit geringer Insulinsekretion, gefiitterte 
Tiere mit maximaler Insulinsekretion, Hungertiere nach Insulininjektion) 
ergibt also, daB die normale Verteilung nach Uberflutung des Plasmas 
mit Traubenzucker am schnellsten beim Insulintier wieder eintritt 
(10 Minuten), erheblich langer beim gefiitterten Tier braucht (23 Mi- 
nuten) und beim Hungertier bei der von mir gewihlten Versuchsdauer 
iiberhaupt nicht eintritt!. Die einfachste Erklarung fiir diese Erscheinung 
ware die Annahme, daB die fiir die Diffusion im Muskel zur Verfiigung 
stehende Flache in den drei Fallen verschieden ist, d. h. daB die Zahl 
der offenen Kapillaren im Muskel am gré8ten beim Insulintier, am 
kleinsten beim Hungertier ware. Dann diirfte der Vorgang am heraus- 
geschnittenen Muskel nicht mehr erhalten werden. In der Tat haben 
Bestimmungen der Diffusionskonstante des Traubenzuckers im heraus- 
geschnittener, Muskel der weiBen Maus, vjelche zurzeit im_hiesigen 
Laboratorium durchgefiihrt werden, aber‘ noch nicht abgeschlossen 
sind, fiir das Hungertier, das gefiitterte Tier, und das Hungertier bei 
Gegenwart von Insulin bisher etwa identische Werte ergeben. 


1 Die Anderungen im Wassergehalt von Muskel und Plasma sind so 
geringfiigig, daB sie keinen wesentlichen EinfluB auf die in vorstehendem 
beschriebenen Resultate haben. Ich habe eine Reihe solcher Bestimmungen 
ausgefiihrt, deren Resultate hier kurz angefiihrt seien: 





g H,O in 100g 


Versuchsbedingungen 





Blutplasma Muskel 
93,0 76,7 Hungertier 2, 
93,9 77,9 Gefiittertes Tier 2g 
93,0 76,3 Hungertier, 12 Min. nach intravendser Zucker-] 2 = 
injektion ti 
93,4 78,0 Gefiittertes Tier, 12 Min. nach intravendser {2 
Zuckerinjektion =? 
92,2 75,7 Hungertier, 12 Min. nach Injektion von Zucker 37 
0,09 E. Insulin Brand pro 100g Maus |= 
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Zusammenfassung. 
: reduzierende Substanz in 100 cem Blutplasma 
1. Der Quotient ; : 
reduzierende Substanz in 100 gr Muskel 
betragt bei der seit 18 Stunden hungernden Maus 0,72 +- 0,05, bei dex 
gefiitterten Maus 0,77 -+- 0,06. 

: ; reduzierende Substanzin 100cem Blutplasmawasser 

2. Der Quotient - - - 
reduzierende Substanz in 100 g Muskelwasser 
betragt fiir das hungernde Tier 0,88, fiir das gefiitterte Tier 0,95. Muske! 
wasser und Plasmawasser haben nahezu das gleiche Lésungsvermégen 
fiir Traubenzucker. 

3. Wird der Maus pro 100g Tier 0,2 g Traubenzucker in 10°, iger 
Lésung in die Schwanzvene injiziert, so ist 5 Minuten nach der Injek- 
tion der Plasmazucker am héchsten bei der Hungermaus (551 mg pro 
100 cem Plasma), am niedrigsten bei der gefiitterten Maus (453), der 
Wert der Hungerinsulinmaus liegt zwischen beiden Werten und dem 
des gefiitterten Tieres ziemlich nahe (477). 

4. Trotzdem wird bei der Hungermaus und der Hungerinsulinmaus 
zu dieser Zeit der gleiche, erheblich zu niedrige Verteilungsquotient 
(0,28 und 0,26) gefunden. 

5. Bis der normale Verteilungskoeffizient wieder erreicht wird, 
vergehen bei der Hungerinsulinmaus 10 Minuten, bei der gefiitterten 
Maus 23 Minuten. Bei der Hungermaus tritt innerhalb von 30 Minuten 
iiberhaupt keine normale Verteilung ein. 

6. Es wird gefolgert, daB der Zucker am schnellsten bei der Insulin- 
maus, am langsamsten bei der Hungermaus in den Muskel eindringt 
die einfachste Erklaérung hierfiir wire die Annahme, daB die Zahl der 
offenen Kapillaren im Muske!l am gréften bei der Insulinmaus, am 
kleinsten bei der Hungermaus ist. 

7. Es wird die Erfahrung friiherer Autoren (Cort und Cori, Hetenyi, 


Miiller, Best, Dale, Hoet und Marks, Staub und Fréhlich) bestatigt, dab 
Muskelzucker 


nach Eintritt der Insulinhypoglykamie der Quotient |, 
: Plasmazucker 


die Einheit iiberschreitet. 
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Uber das Verhiltnis von chemischer Reaktivitit 
zu biologischer Aktivitit bei Eisenverbindungen. 


Von 
L. Rosenfeld (Charkow). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Juli 1927.) 


Nachdem von Baudisch und Welo(1) gezeigt worden war, dab 
eine bestimmte Modifikation des Eisenoxyds das Wachstum gewisser 
Bakterienstimme, die zu ihrem Gedeihen einen Blutzusatz zum Nahr- 
boden benétigen, beférdert, wenn man es an Stelle des Blutes dem 
Nahrboden zufiigt, wihrend eine andere Modifikation des Eisenoxyds 
diese Wirkung nicht hat, war der Nachweis erbracht worden, daB in 
chemischer Hinsicht mit Riicksicht auf ihre Zusammensetzung vollig 
identische Eisenverbindungen sich biologisch verschieden wirksam 
erweisen, wenn sie sich in physikalischer Hinsicht und auch in ihren 
chemischen reaktionellen Eigenschaften verschieden verhalten. Denn 
dieses biologisch aktive Eisenoxyd gab eine positive Benzidinreaktion, 
war magnetisch aktiv und hatte eine bestimmte kubische Kristallstruk- 
tur, alles Eigenschaften, die dem biologisch inaktiven Eisenoxyd fehlten. 

Auf Veranlassung von Professor Bickel hat dann Wada (2) den 
EinfluB dieses aktiven und inaktiven Eisenoxyds bei der peroralen 
Gabe auf den Stoffwechsel an Kaninchen studiert und gefunden, daB 
das aktive Eisenoxyd eine starke Verminderung in der N-Ausfuhr 
durch den Harn bei annahernd unveranderter C-Ausscheidung herbei- 
fiihrt und den Harnquotienten C/N stark in die Héhe treibt. Das 
inaktive Eisenoxyd hatte eine derartige Wirkung wahrend seiner Gabe 
iiberhaupt nicht, sondern lieB sie nur angedeutet als schwache Nach- 
wirkung nach dem Aussetzen der Eisenmedikation erkennen. 

Nachdem durch diese Untersuchungen der Beweis erbracht worden 
war, daB das aktive Eisenoxyd in der Tat ganz bestimmte allgemeine 
Stoffwechselwinkungen beim héheren Tiere hervorruft, die dem in- 
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aktiven Oxyd nicht zustehen, setate eine eifrige Tatigkeit der Chemik: 
in den verschiedensten Laboratorien der Welt ein, die darauf abzielt: 
sogenannte aktive Eisenverbindungen herzustellen, um sie ther 
peutisch verwenden zu kénnen. Es wurden rasch Wege gefunden 
Eisenoxyde und Eisencarbonate und andere Eisenverbindungen, deren 
chemischer Charakter oft tiberhaupt nicht genauer ermittelt wa) 
herzustellen, die alle eine positive Benzidinreaktion gaben, und dic 
deshalb als ,,aktive’ Eisenverbindungen bezeichnet wurden. Es w 
der Begriff der biologischen Aktivitét mit dem Begriff eines besonderen 
chemischen Reaktionsvermégens, naimlich der Fahigkeit, Wasserstoff 
superoxyd zu zersetzen und eine positive Benzidinreaktion zu geben 
identifiziert worden. Man glaubte, daB dann, wenn eine Eisenverbindung 
eine positive Benzidinreaktion gebe, also in besonderem Sinne chemisch 
aktiv sei, sie auch biologisch aktiv sein miisse. Bei genauerer Be- 
trachtung der Sachlage gab es aber fiir die Berechtigung zu einem 
solchen Schlusse keinen stichhaltigen Beweis. Da es sich jedoch 
immerhin um eine Frage von groBem theoretischen und praktischen 
Interesse handelte, habe ich auf Veranlasung von Herrn Professor 
Bickel sie einer experimentellen Priifung unterzogen. 


» 


Unter genauer Einhaltung der Wadaschen Versuchsanordnung 
habe ich an Kaninchen zwei verschiedene Eisenverbindungen ver- 
fiittert. Es handelte sich um das von Eweyk und Tennenbaum hergestellte 
Ferro-Ferricarbonat, wie um ein aus ihm durch langeres Erhitzen 
an der Luft bei 50°C gewonnenes Eisenoxyd. Das Ferro-Ferricarbonat 
gab eine sehr starke Benzidinreaktion, war aber magnetisch véllig 
inaktiv, das daraus gewonnene Eisenoxyd gab eine schwache Benzidin- 
reaktion, war aber magnetisch stark wirksam. 

Mit dem stark benzidinaktiven, aber magnetisch unwirksamen 
Ferro-Ferricarbonat hatten, wie mit einem stark benzidinaktiven, aber 
ebenfalls magnetisch unwirksamen Eisenoxyd, wie endlich mit dem 
benzidin- und magnetisch aktiven Baudischschen Eisenoxyd Bickel 
und van Eweyk (5) Versuche iiber die Haltbarkeit aktiver Eisen- 
verbindungen bei der Aufbewahrung in Wasser unter Luftzutritt an- 
gestellt, aus denen sich ergab, da8 unter solchen Verhialtnissen die 
Benzidinaktivitat dieses magnetischen Praparats ganz oder fast ganz 
verloren geht, wihrend das nach der Baudischschen Methode her- 
gestellte aktive Eisenoxyd unter den gleichen Bedingungen seine 
Benzidinaktivitat wie seinen Magnetismus praktisch unverandert 
behalt. 


Als ich nun das von Eweyk und Tennenbaum hergestellte, stark 
benzidinaktive, unmagnetische Ferro-Ferricarbonat und ein daraus 
gewonnenes, schwach benzidinaktives, aber stark magnetisches Eisen- 
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oxyd an Kaninchen verfiitterte, nahm ich in den entscheidenden Ver- 
uchen die Dosierung so vor, daB die Tiere pro Kilogramm Kérper- 
cewicht taglich mit den Praparaten per os entweder weniger oder so viel 
Me oder sogar mehr Fe erhielten, als die Tiere von Wada bei dessen 
Versuche mit dem benzidinaktiven, magnetischen Eisenoxyd, das 
nach der Baudischschen Methode dargestellt worden war, erhalten 
hatten. 

Bei den Wadaschen Versuchen hatten die Kaninchen an Fe- 
Element von dem aktiven bzw. inaktiven Baudischschen Eisenoxyd 
1.7 bis 1,8 mg pro Kilogramm Kérpergewicht taglich bekommen. Bei 
meinen Versuchen mit dem schwach benzidinaktiven und stark magneti- 
schen Eisenoxyd, von dem 1,0 g = 0,7 g Fe-Element enthielt, bekamen 
die Kaninchen durchsehnittlich taglich 1,6, 3,2, 5,02 mg Fe, und bei 
den Versuchen mit dem stark benzidinaktiven, unmagnetischen Ferro- 
Ferricarbonat erhielten sie, da 1 g dieses Carbonats 0,42 g Fe-Element 
entsprach, pro Kilogramm Kérpergewicht etwa 0,16 oder 1,6 oder 4,2 
oder 4,33 mg Fe-Element. 

Bei den Dosierungen von 0,16 bis 3,2 mg Fe trat weder wahrend 
der Oxyd- noch der Carbonatgabe irgend eine Anderung im Quotienten 
G/N und auch keine Anderung in den absoluten taglichen Durchschnitts- 
werten fiir C und N auf (Versuch 1). 

Bei der Oxydgabe mit Dosierungen von 5,0 oder 5,9 mg Fe pro 
Kilogramm war der Quotient wahrend der Eisenperiode in dem einen 
Falle (Versuch I11) praktisch unverandert geblieben, in dem anderen 
Falle (Versuch 11) hatte er sich etwas erhéht. 

Bei der Carbonatgabe mit Dosierungen von 4,2 bis 4,5 mg Fe 
pro Kilogramm war wihrend der Gabe der Quotient im Versuch IV 
und VI eine Spur gesunken, im Versuch V aber praktisch unverandert 
geblieben, aber in den besten Versuchen, V und VI, in denen an 
die Eisenperiode eine eisenfreie Nachperiode angeschlossen wurde, 
zeigte sich in dieser Nachperiode eine deutliche, wenn auch nicht 
starke Quotienterhéhung, ahnlich wie sie Wada nach der Gabe des 
inaktiven Baudischschen Oxyds als Nachwirkung gesehen hatte. 


Aus allen diesen Beobachtungen ergibt sich, daB bei der Gabe der 
von van Eweyk und Tennenbaum hergestellten Eisenverbindungen, 
namlich des schwach benzidinaktiven, stark magnetischen Oxyds, 
wie auch des stark benzidinaktiven, unmagnetischen Ferro-Ferri- 
carbonats, wahrend der Eisengabe iiberhaupt keine nennenswerten 
Anderungen an den Quotienten sich einstellen, aber als Nachwirkung 
geringe Steigerungen derselben besonders bei vorausgegangener héherer 
Dosierung des Eisens beobachtet wurden. Steigerung der C-Ausscheidung 
bei geringfiigiger Senkung der N-Ausscheidung ist der Grund dafiir. 
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Da sich die von mir untersuchten beiden Eisenverbindungen, vou 
denen die eine (Oxyd) schwach benzidinaktiv, aber sehr stark magnetisc), 
die andere (Ferro-Ferricarbonat) sehr stark benzidinaktiv, aber un 
magnetisch war, im wesentlichen im Tierversuch so verhielten, wi: 
sich bei prinzipiell gleicher Versuchsanordnung das Baudischsche 
inaktive Eisenoxyd verhalten hatte, so folgt daraus. daf weder div 
Benzidinaktivitaét, noch auch der Magnetismus einer Eisenverbindung 
irgend etwas iiber die biologische Aktivitat dieser Eisenverbindung aussagen 


Biologisch kénnen sich Eisenverbindungen in sehr verschiedenen 
Richtungen auswirken (1) (2) (6) (7). Sie kénnen, wie wir wissen 
das Blut im Nahrboden gewisser Bakterien ersetzen, sie kénnen bei 
Tieren wachstumsférdernd wirken, sie kénnen zur N-Retention fiihren 
die GréBe des dysoxydablen Harn-C beeinflussen und auf die Lage des 
Harnquotienten C/N einwirken. Was sie im einzelnen vermégen 
dariiber kann vorliufig nur der ad hoc angestellte biologische Versuch 
entscheiden. Aus der Lebhaftigkeit chemischer Reaktivitdét ( Benzidin 
reaktion usw.) einer Eisenverbindung oder aus der Starke thres Magnetismus 
kann man voridufig gar nichts auf ihre biologische Wirksamkeit und ihr: 
therapeutische Wertigkeit schlieBen. 

Wenn wir heute erfahren wollen, ob eine Eisenverbindung besonder: 
biologische Wirkungen ausiibt, durch die sie vor anderen Eisenverbindungen 
ausgezeichnet wird, bleibt uns folglich gar nichts anderes iibrig, als div 
Wirkungen dieser Verbindungen im biologischen Experiment nach allen 
Richtungen hin zu priifen, wie es in den letzten beiden Jahren von Professor 
Bickel und seinen Mitarbeitern (2) (3) (4) (6) (7) fiir das Baudischsche 
Eisenoxyd und die in den frischen Mineralquellen enthaltenen Eisen 
verbindungen durchgefiihrt worden ist. 

Meine Beobachtungen aber machen es weiterhin tiberaus wahr 
scheinlich, daB auch die Benzidinaktivitat der frischen eisenhaltigen 
Mineralquellen nicht das entscheidende Moment fiir die biologische 
Aktivitat dieser Quellen ist. Das sollten alle diejenigen Chemiker, wie 
z. B. Fresenius, wohl bedenken, die da meinen, sie hitten unter Wahrung 
der lonenmischung und der Reaktion dann schon ein natiirliches, eisen- 
haltiges Mineralwasser kiinstlich vollstindig nachgeahmt, wenn sie 
ihm auch die den natiirlichen Quellen eigene Benzidinreaktion ver- 
liehen hatten. Das Geheimnis der biologischen Aktivitat der frischen 
natirlichen Eisenquellen gegeniiber der biologischen Inaktivitat der 
gealterten Quellen ist auch heute noch nicht entschleiert, nur die 
Anderung der biologischen Aktivitat beim Altern des Wassers unter 
AusschluB aller Wirkungen und Wirkungsanderungen radioaktiver 
Substanzen ist von Bickel (4) und seinen Mitarbeitern (Gleichmann 
und Taslakowa) (3) (4) nachgewiesen worden. 
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Chem. Reaktivitat u. biolog. Aktivitat bei Eisenverbindungen ar 


SchluBsatz. 


Aus der Intensitat der chemischen Reaktivitat einer Eisenverbin 
lung (Vermégen, H,O, zu zersetzen, die Benzidinreaktion zu geben) 
wie aus ihrem Verhalten gegeniiber dem Magneten, kann man keinen 
SchluB auf die GréBe der biologischen Aktivitét und den thera 
veutischen Wert einer solchen Verbindung ziehen 
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Physikalisch-chemische Untersuchungen bestrahliter Proteine. 


Il. Mitteilung: 


Absorption des lichtdenaturierten Seralbumins im Ultraviolett. 


Von 
M. Spiegel-Adolf und ©. Krumpel. 


(Aus dem Laboratorium fiir Lichtbiologie und Lichtpathologie am physiologi 
schen Institut der Universitat und aus dem photochemischen Laboratorium 
der graphischen Lehr- und Versuchsanstalt in Wien.) 


(Eingegangen am 31, Juli 1927.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


In dem Bestreben, verschiedene Denaturierungsprodukte der 
Proteine in physikalisch-chemischer Hinsicht zu charakterisieren, hat 
Spiegel-Adolf/' in der ersten Mitteilung dieser Reihe einen Vergleich 
zwischen hitze- und lichtdenaturiertem Seralbumin durchzufiihren 
versucht. Aus diesem scheint hervorzugehen, daB im Gegensatz zum 
Hitzeeinwit kungsprodukt das Lichtkoagulat tiefergehende, nicht mehr 
riickgangig zu machende Veranderungen erfahren hat. 

Nach den grundlegenden Untersuchungen von Hartley*, welecher das 
Verhalten der Absorption zur Lésung von Konstitutionsfragen verwendet 
hat, war zu erwarten, dali die Modifikationen lichtverainderter Albumine 
auch in den Absorptionskurven gegeniiber denjenigen genuiner Albumine 
zum Ausdruck kommen werden. Einer Anregung von W. Hausmann 
folgend, haben wir daher die Absorption im Ultraviolett bei bestrahltem 
und unbestrahltem Seralbumin einer - Untersuchung unterzogen, deren 
Ergebnisse den Inhalt der vorliegenden Mitteilung bilden. 

Untersuchungen des Absorptionsvermégens der Eiweibkérper haben 
Soret*®, Hartley*, Blyth®, in besonders eingehender Weise Dhéré® ausgefiihrt 


t M. Spiegel-Adol/, diese Zeitschr. 186, 181, 1927. 

2 W.N. Hartley, val. Smiles-Herzog, Chemische WKonstitution und 
physikalische Eigenschaften. Dresden und Leipzig 1914. 

% J. L. Soret, Arch. des sciences phys. et nat., 3. période, 10, 429 bis 
495, 1883. 

4 W.N. Hartley, Journ. of the Chem. Soc. 51 (Transactions), 58, 1887. 

5 4. W. Blyth, ebendaselbst 75 (Transactions), 1162, 1899. 

® C, Dhéré, Recherches spectrographiques sur absorption des rayons 
ultra-violets par les albuminoides, les proteides et leurs derivés. Theése, 
Fribourg (Suisse) 1909. 
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und gezeigt, dal die Proteine em starkes Absorptionsvermégen fiir Ultra- 
violett aufweisen. Diese Angaben wurden durch alle spateren Versuchs- 
ergebnisse bestatigt (z. B. Abderhalden und Haas'). Vor allem Dhéré ver- 
danken wir genaue Angaben tiber die Lage der hauptsachlichen Absorptions- 
banden sowie tiber die Verschiebung, welche diese bei Reaktionsainderungen 
des EiweiBes erfahren. 

Notwendige Voraussetzung fiir eine spektrographische Unter- 
suchung bestrahlter Proteine, tiber welche Daten bislang nicht vor- 
guliegen scheinen, waren die in der I. Mitteilung dieser Reihe ge- 
sammelten Erfahrungen. Danach war es méglich, durch Wah! passender 
Zusitze den Eintritt sichtbarer Veranderungen in Eiweiblésungen 
zu verhindern, trotzdem diese eine Bestrahlung mit der Quarz-Hg- 
Dampflampe erfahren hatten, welche zur vollstandigen Fallung von 
reinem EiweiB geniigt hitte 

DaB dennoch eine nachweisbare Einwirkung auf das Protein er- 
folgt, geht daraus hervor, daB dieses nach Beseitigung der Zusitze 
sich als irreversibel verandert erweist. 

Das zur Verwendung kommende EiweiSmaterial war ein durch 
Dialyse und Elektrodialyse bei wiederholtem Salzzusatz (.V. Adolf und 
Wo. Pauli®) aus Pferdeserum hergestelltes Seralbumin, dessen Trocken- 
gehalt 0,.44°,. spezifische Leitfahigkeit K — 5.46. 10~*, Wasserstoff- 
ionenaktivitat cy 5,30. 1078 Aschengehalt 0,04°, betrug. An dem 
gleichen Praparat, das somit im Gegensatz zur Versuchsanordnung vor, 
Abderhalden wid Haas nicht auf isoelektrische' Reaktion gebracht 
worden war, wurden seinerzeit die Ultraviolettbestrahlungsversuche 
ausgefiihrt. Ebenso wurde auch die bei letzteren verwendete Licht- 
quelle wieder in Gebrauch genommen. Es war dies der nicht mehr 
ganz neue Brenner einer Quarz-Hg-Dampflampe (Heraeus, Hanau), 
welche, mit 220 Volt Gleichstrom betrieben, einen Stromverbrauch 
von 2.5 Ampére aufweist. Die gebrauchte Lampentype war Bach- 
Héhensonne mit einfachem Gehause ohne untere Halbkugelhalfte. 

Entsprechend der in der genannten Arbeit verwendeten Versuchs- 
anordnung wurde das Seralbumin mit den gerade die Lichtkoagulation 
verhindernden Mengen von Séwe und Lauge versetzt. derart, dal 
die Endnormalitat einer 0.4° igen Lésung 0.004n Saure oder Lauge 
betrug, und in einer Entfernung von 20¢em in QuarzgefaBen unter 
Wasserkiihlung durch 5!, Stunden bestrahlt, also unter Bedingungen 
gebracht, welche nach den gemachten Erfahrungen die vollstandige 
Koagulation von elektrolytfreiem Seralbumin gleicher Konzentration 
bewirken. Auer diesen bestrahlten Lésungen wurden noch unbe 
strahlte gleicher Zusammensetzung zur spektrographischen Unter- 

! EB. Abderhalden und R. Haas, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 155, 195, 1926; 160, 256, 1926 (daselbst auch neuere Literatur) 

2M. Adolf und Wo. Pauli, diese Zeitschr. 152, 360, 1924 
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Spektrum 11 freies Eisenspektrum. 


Unbestrahlites SauresSeralbumin 


300 
Abb. 5. 


Spektra 1 bis 10 entsprechen den Verdiinnungen 1/,; bis '/5;o. 


- 





J 


J5l 





—_ . = 3 = 


| 


= ee SS ee 


400 


" 
= ost 


450 

















500 


suchung herangezogen. Da nw 
nach alteren Angaben Séaur 
und Laugenzusitze in be 
stimmtem entgegengesetzten 
Sinne im Spektrum der Pro 
teine zum Ausdruck kommen 
wurde, um einen Vergleich de: 
vorliegenden Befunde mit den 
in der Literatur angefiihrten 
welche das genuine Protein be 
treffen, zu erméglichen, auch 
eine spektrographische Auf- 
nahme des _ elektrolytfreien 
Seralbumins gegeben 

Die Untersuchungen wurden 
mit einem groBen Quarzspek- 
trographen ausgefiihit. Als 
Lichtquelle diente ein zwischen 
Kisenelektroden tiberschlagen 
der Funke eines groBen Ruhm 
korffschen Induktoriums, wo- 
bei die Spannung allerdings 
nicht konstant gehalten werden 
konnte. Die Quarzkiivette 
gestattete die Untersuchung 
einer Schichtdicke von 11mm: 
die Verdiinnungsreihen der 
KiweiBlésungen wurden mit 
destilliertem Wasser _her- 
gestellt. Die Expositionszeit 
betrug in allen Fallen 30 Se- 
kunden, so daB in den ur- 
spriinglich unbestrahlten  Ei- 
weiblésungen et wa eintretende 
chemische Umwandlungen 
wahrscheinlich vollstandig ver- 
nachlassigt werden diuften 
(s. weiter unten). Die Bestim- 
mung der Wellenlingen er- 


folgte auf graphischem Wege 
unter Zuhilfenahme der Ta- 
bellen von Eder - Valenta 
Atlas typischer Spektren 
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Die auf diese Weise erhaltenen Aufnahmen sind in den Abb. | bis 5 
viedergegeben. 

In allen diesen Aufnahmen entsprechen die zehn ersten Spek- 

ren den Verdiinnungsreihen der jeweiligen EiweiBblésung. In den 
\bb. 2, 4. 5 entspricht das elfte Spektrum demjenigen des freien 
Kisenfunkens, dagegen stellt das elfte Spektrum in der Abb. 1 die 
\ufnahme bei einer Verdiinnung der EiweiBlésung von 1: 1024 dar. 
Die Ergebnisse der spektrographischen Untersuchung sind in der 
beigegebenen Tabelle (S.40) zusammengestellt. In dieser entsprechen 
die zehn Horizontalabschnitte den einzelnen Spektren bei Verdiinnung 
1/1 bis 1/512, die fiinf Vertikalabteilungen den Aufnahmeserien | bis 5. 
Diese letzteren sind dreifach unterteilt. Innerhalb einer Aufnahme- 
serie bedeuten die Zahlen der Mittelkolonne die Reichweite der Spektren 
bzw. die Wellenlangen, bei denen die Spektrallinien eben verschwinden 
oder frisch auftauchen. Infolge der Bandenbildungen sind in den 
Horizontalabschnitten 2, 3, 6 mehrere Zahlen angegeben. Die Differenz 
zwischen zwei aufeinanderfolgenden Werten dieser Kolonne gibt somit 
zuerst die Breite einer Absorptionsbande, deren beiliufiges Maximum 
in der links davon stehenden ersten Vertikalreihe eingetragen ist, 
hierauf den Strahlenbereich des folgenden durchgelassenen Teiles des 
Spektrums, dessen intensivster Anteil, welcher dem Absorptions- 
minimum entspricht, in der rechtsstehenden dritten Kolonne ent - 
halten ist. 

Es mu an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, daB wegen 
der Eigenart der verwendeten Lichtquelle es vorlaufig nicht méglich 
war und auch den Rahmen dieser Arbeit iiberschreiten wiirde, alle 
angefiihrten Maxima und Minima auf das EiweiB zu beziehen. Auch 
Dhéré hat schon seine Bedenken gegen die alleinige Verwendung von 
Eisenfunken zu spektrographischen Untersuchungen von Proteinen 
ausgesprochen. In der vorliegenden Untersuchung sollte jedoch zuniachst 
von einer Untersuchung des EiweiBspektrums an sich abgesehen und 
nur ein Vergleich zwischen den Spektren bestrahlten und unbestrahlten 
Seralbumins gezogen werden. Der Versuch einer Identifizierung det 
Maxima und Minima in den Spektren verschiedener Eiweiblésungen 
mu einer spiateren, mit vervollkommneter Methodik ausgefiihrten 
Untersuchung vorbehalten bleiben. 

Zur besseren Veranschaulichung wurden die in der Tabelle an 
gefiihrten Werte graphisch dargestellt (vgl. Abb. 6), wobei die Wellen 
linge als Abszisse, die Konzentration als Ordinate verwendet wurden 
Gegeniiber der Tabelle wurden in der graphischen Darstellung zu 
gréBeren Ubersichtlichkeit nur jene Maxima und Minima eingezeichnet 
welche nicht in Zusammenhang mit den Liicken des Eisenfunken- 
spektrums zu stehen scheinen. 


Biochemische Zeitschrift Band 190. 3 
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Versuchen wir zuniachst die hier vege benen Resultate zu beurteile) 
so soll aus den angedeuteten Griinden von einer quantitativen Analys 
und Beurteilung der Spektren an sich zunachst Abstand genomm: 


“ 
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Abb. 6 


\bsorptionskurven von 1. reinem Seralbumin, 2. in Sauregegenwart bestrahitem 
Seralbumin, 3. in Laugengegenwart bestrahltem Seralbumin, 4. unbestrahitem alka- 
lischen, 5, unbestrahltem sauren Seralbumin 


werden. Hingegen diirften diese Bedenken sich nicht auf Ergebnisse 
beziehen, die durch Vergleich der einzelnen, unter gleichen Versuchs 
bedingungen hergestellten Spektren gewonnen werden. 

Betrachten wir nun zunachst die Spektra der unbestrahlten 
KiweiBlésungen, so zeigt sich, da diese nur geringe Differenzen 
untereinander aufweisen. Nur angedeutet erscheint die Erscheinung 
daB das neutrale Seralbumin beziiglich der Reichweite seines Absorptions 
spektrums eine Mittelstellung zwischen dem alkalischen und dem 
sauren Seralbumin einnimmt. Das Absorptionsspektrum des ersteren 
erscheint gegen das Gebiet gréBerer Wellenlangen, dasjenige des sauren 
in das Bereich kurzwelliger Strahlen verschoben zu sein. 

Noch viel geringer erscheinen die Unterschiede, welche die 
Absorptionsspektra der in Saure- und Laugengegenwart bestrahlten 
KiweiBlésungen aufweisen, so da diese als praktisch zusammen 
fallend aufgefaBt werden kénnen. Vergleicht man nun die Absorptions 
spektra der bestrahlten und der unbestrahiten EiweiBlésungen, so 
zeigen sich hingegen deutlich wahrnehmbare  Verschiedenheiten 
Innerhalb eines Strahlungsbezirkes, dessen Wellenlinge von 400.0 
bis 267,54 reicht, hat das Absorptionsvermégen der bestrahlten 
gegeniiber der unbestrahliten EiweiBlésung zugenommen. Die Lage 


der Absorptionsmaxima und -minima hat dabei augenscheinlich keine 
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eranderung erfahren. nur werden die gleichen Werte bei den be 
trahiten Lésungen bereits in niedrigeren Konzentrationen erreicht als 
vei den genuinen Wahrend z. B. bei den beiden bestrahlten Loésungen 
n der Konzentration 1 4 ein Absorptionsmaximum bei etwa 280.0 11 
uftritt, wird es bei den unbestrahlten erst bei der Konzentration 1 2 
iachweisbar 
Zur leichteren Veranschawichung dieser Verhaltnisse sind in 
ler Abb. 7 Spektra der verschiedenen hier untersuchten Eiweib- 
édsungen bei gleicher Konzentration nebeneinandergestellt worden 
Betrachtet man die Spektren ohne Legende, so diufte es wohl den 
\nschein erwecken, als bestiinde lediglich em Konzentrationsunterschied , 
nicht aber eine durch eine Modifikation des EiweiBmolekiils bedingte 
optische Veranderung genuiner EiweiBlésungen durch die Bestrahluing 
Versuchen wir, die hier gebrachten Tatsachen mit den in der Literat w 
vorliegenden Angaben zu vergleichen und auf diesem Wege womdglich 
zu emem Verstindnis der bei der Einwirkung kurzwelliger Strahlen 
am EiweiBmolekiil hervorgerufenen Veranderungen zu kommen, so 
zeigt sich, da nur fiir das Verhalten von Proteinen bei Saure- und 
Laugenzusatz bislang Erfahrungen gesammelt worden sind. Nachdem 
als erster Soret auf die charakteristische Beeinflussung des Eiweib- 
spektrums durch Alkalizusatz hingewiesen hat, hat Dhéré dieses Ver- 
halten bei verschiedenen Proteinen untersucht und festgestellt, daB in 
der Reihenfolge Alkaliprotein, neutrales Protein, saures Protein das 
Absorptionsgebiet gegen das kurzwellige Ende des Spektrums riickt. 
Unsere Befunde kénnen somit diejenigen von Dhéré bestatigen. Wenn 
aber bei diesem Autor die Erscheinungen viel deutlicher sind als in 
unserem Falle, so diirfte es darauf zuriickfiihrbar sein, dab wir mit 
viel geringeren Mengen von Saure und Alkali gearbeitet haben. Auf 
gleichen EiweiBgehalt bezogen, haben wir nur etwa ein Fiinftel der 
von Dhéré verwendeten Alkalimenge gebraucht, da es uns daran lag, 
einen Uberschu8 der letzteren aus doppeltem Grunde zu vermeiden 
Zunachst um eine sekundare Beeinflussung des Denaturierungsvorgangs 
am Protein zu vermeiden, und zweitens, um ein Spektrum zu erhalten, 
das méglichst ahnlich demjenigen des genuinen Proteins sei. AuBerdem 
hat Dhéré bei gleichen Konzentrationen in verschiedenen Schicht 
dicken gearbeitet, -o daB der Variationsbereich ein engerer wird und 
dadurch die Unterschiede auffailliger hervortreten. Dhéré hat wohl 
auf das ahnliche Verhalten gewisser Aminosiuren bei Laugenzusatz 
hingewiesen, jedoch keine Erklarung der obigen Erscheinung zu geben 
versucht. Nach der Auffassung von Wo. Ostwald! soll sie unter det 


Voraussetzung. daB alkalisches Albumin gréber dispers ist als neutrales 


1 Wo. Ostwald, Licht und Farbe in Kolloiden. Dresden u. Leipzig 1924. 
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ier saures, den Ausdruck fiir die Tatsache bilden, daB die ultraviolette 
sléschung mit abnehmendem Dispersitatsgrad sich nach den gréBeren 
ellenlangen ausbreitet. Ohne daB hier versucht werden soll, eine 
friedigende Theorie fiir diesen Vorgang aufzustellen, sei doch in 
sem Zusammenhang auf gewisse Tatsachen hingewiesen. Bekanntlich 
mmt Pauli! an, daB fiir die Alkalibindung an EiweiB auBer den 
idstandigen Carboxylgruppen auch die Stelle der Peptidbindung in 
wtracht kommt; aus dem zeitlichen Verlauf der Alkalibindung schlieBt 
in derselbe Verfasser, daB sich dabei erst unter dem EinfluB von 
\lkali em Teil der Ketoform in die Enolform umlagert. Nun haben 
\hderhalden und Haas an Leucylglycyl gezeigt, daB die Enol- und die 
Ketoform sich durch ihre Absorption im Ultraviolett unterscheiden 
indem nur die erstere ein Banden: pektrum (zwischen 276,0 bis 332.0 440) 
aufweist, wahrend die Ketoform hauptsiachlich Endabsorption zeigt. 


Die weitgehende Ubereinstimmung im Absorptionsspektrum des 
in Saure- und des in Laugengegenwart lichtveranderten Seralbumins ist 
gut mit den in der I. Mitteilung dieser Reihe erhobenen Befunden 
vereinbar. Denn dort wurde festgestellt, daB im Gegensatz zum Ver- 
halten der hitzeveranderten Proteine*, bei welchen das unter ver- 
gleichbaren Verhaltnissen in HCl-Gegenwart « erhitzte Seralbumin 
zum gréBten Teile der Denaturierung entgeht, bei der Lichteinwirkung 
HCl- und NaQH-Zusatz in gleich¢m Sinne wirksam sind: sie ver- 
hindern nur die Koagulation, nicht aber die Denaturierung. Damit 
soll natiirlich ebensowenig behauptet werden, daB die beiden Produkte 
oder ihre Absorptionsspektra identisch seien. 

Von ganz besonderem Interesse diufte die Art der Verschiedenheit 
sein, welche zwischen den Spektren der bestrahlten und der unbestrahlten 
KiweiBlésung besteht. Wenn auch ein SchluB8 auf die bei der Bestrahhing 
erfolgten Veranderungen am EiweiBmolekiil bei dem jetzigen Stande 
unserer Kenntnisse nicht méglich erscheint, so mégen dennoch zwei 
dahingehérige Fragenkomplexe gestreift werden. 

Bekanntlich hat Dhéré auf die groBe Chereinstimmung im Spektrum 
der Proteine und demjenigen der aromatischen Aminosaduren, besonders 
des Tyrosins hingewiesen und einen kausalen Zusammenhang vermutet ; 
in ahnlicher Weise haben unlangst Sfeenstrom und Reinhard® angegeben, 
daB dieselben Aminosiuren die starke Ultraviolettabsorption des 
Serums verursachen. Andererseits haben mehrere Autoren (so Harris‘, 


' Wo. Pauli, Kolloidchemie der EiweiBkérper. Dresden u. Leipzig 1922. 

2 M. Spiegel-Adol/, diese Zeitschr. 170, 126, 1926. 

3 N. Stenstro6m und M. Reinhard, Journ. of biol. Chem. 66, 1819, 1925; 
ref, Chem. Centralbl. 1926, I, S. 2536. 

4 DP. Th. Harris, Biochem. Journ. 20, 288, 1926. 














38 M. Spiegel-Adolf u. O. Krumpel 


Lieben') gezeigt. daB Tyrosin und Tryptophan bei der Einwirkw 

kurzwelliger Strahlen in Sauerstoffgegenwart zerstért werden I) 

Versuchsbedingungen des letzteren Autors waren in gewissem Gray 

mit den unserigen vergleichbar. Aus der spektrographischen Unt: 

suchung des bestrahlten Seralbumins scheint also hervorzugehen, da! 
falls die angefiihiten Angaben der genannten Autoren zu Recht bi 
stehen, entweder das Absorptionsspektrum dieses Proteins nicht vor 
seinem Bestand an aromatischen Aminosauren abhangig ist, ode 
was wahrscheinlicher erscheint, daB die genannten Aminosiuren hb: 
Bestrahlung in freiem Zustande anders reagieren, als wenn sie Bestand 
teile des Seralbuminmolekiils bilden. Ob diese Reaktionsunterschied: 
vorwiegend qualitativer oder quantitativer Natur und wieweit si 
von dem verwendeten Eiweibmaterial abhingig sind. soll den Gegen 
stand fernerer Untersuchungen bilden. Gegeniiber den neuesten Ex 
gebnissen von Lieben*, wonach Tyrosin und Tryptophan auch im 
EiweiBverband bei Einwirkung der Strahlung der Quarzquecksilber 
dampflampe zerstért werden, wenn auch langsamer als im freien Zu 
stande, mu auf folgendes hingewiesen werden. Zuniichst scheint 
dieser Autor im vorliegenden Falle eine intensivere Bestrahlungs 
weise angewendet zu haben. Ferner muB. was das von Lieben ver 
wendete Material, Pepton und Casein, anbelangt, hervorgehoben 
werden, da das Casein sich von den iibrigen Eiweibkérpern durch 
seine leichte Spaltbarkeit unterscheidet (vgl. O. Kestner®. Literatu 


ebendaselbst). 


Am sinnfalligsten dringt sich bei der Betrachtung der Kurve und 
der Spektren die Tatsache auf, daB sich spektroskopisch das bestrah|t: 
KiweiB gegeniiber dem unbestrahliten so verhalt, als wenn es kon 
zentrierter wire 

Es erscheint wohl, wie bereits angedeutet worden ist. als ganalich 
unwahrscheinlich, daB das veranderte optische Verhalten der bestrahlten 
EKiweiBlésungen teilweise oder ganz erst unter der Einwirkung des als 
Lichtquelle verwendeten Eisenfunkens entsteht. Zwar hat Poh/* an 
Kristallen Erfahrungen gesammelt, die auf die Méglichkeit einer 
Anderung des Absorptionsspektrums unter dem EinfluB des absorbierten 
Lichtes wahrend der Aufnahme des Spektrogrammes hindeuten. Ab 
gesehen von der Gewagtheit, Resultate, die an Kristallen gewonnen 
worden sind, auf EiweiBsole zu iibertragen, spricht die im Verhaltnis zu 
Expositionszeit betrachtliche urspriingliche Bestrahlungszeit sowie da> 


1 FE. Lieben, diese Zeitschr. 184, 453, 1927. 





: F. Liehe Mv, diese Zeitsehr 1S7, 307, 1927. 
> O. Kestner, Chemie der Eiweibkérper, Braunschweig 1925. 
' PR. Pohl, Die Naturwissenschaften 15, 433, 1927. 
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rhalten der unbestrahlten Kontrollésung bei der spektrographischen 
fnahme gegen die obige Annahme. 


Trotzdem diirfte es von Interesse sein, daB das verschiedene 
sorptionsvermégen bestrahlter und unbestrahliter EiweiBlésungen 
ch auf andere Weise festgestellt werden kann. Spiegel-Adol/ hat 

numlich in gemeinsamer Untersuchung mit W. Hausmann' gezcigt. 
daB, falls die genannten Lésungen als Filter verwendet werden, die 
orbestrahlten EiweiBlésungen biologischen Objekten einen weit 


itensiveren Lichtschutz gegen kurzwellige Strahlen verleihen als 


spriinglich unbestrahltes EiweiB. Méglicherweise steht mit diesen 
Erscheinungen auch die unter anderem von Hallauer* erwihnte Tat- 


suche in Zusammenhang, da die Absorptionskraft: der menschlichen 
Linse fiir kurzwelliges Licht mit zunehmendem Alter wichst. 


Vergleiche des Absorptionsvermégens von bestrahiten und un 
bestrahlten Seralbuminiésungen scheinen bislang in der Literatw 
nicht vorzuliegen. Ob das hier angegebene Verhalten fiir alle Eiweib- 
kérper charakteristisch sei, kann erst nach weiteren Untersuchungs 
ergebnissen festgestellt werden. Ein NichteiweiBkérper das biologisch 
hbedeutsame Ergosterin, zeigt bekanntlich das ent gegengesetzte Ver- 
halten, indem es nach den angefiihrten Resultaten von Pohl nach 


ler Bestrahlung mit kwazwelligem Lichte die Absorptionsbanden 
im Ultraviolett verliert. Aber auch EiweiBabbauprodukte, so Pepton 
zeigen nach noch nicht abgeschlossenen Untersuchungen von Haus 
mann und Krumpel iiber die Absorptionsverhaltnisse bestrahlter 
Tuberkuline ein vom Seralbumin verschiedenes Verhalten 


Wir sind daher vorderhand nicht imstande, eine Erklisung fiir 
das gesteigerte Absorptionsvermégen bestrahlter Seralbuminlésungen 
zu geben, ja wir wagen nicht einmal, die Richtung anzudeuten, in 
welcher eine solehe zu suchen ist. Es soll nur auf einen gewissen Analogie 
fall bei Aminosiuren hingewiesen werden, den wir den schénen Unter 
suchungen von Abderhalden wnd Haas entnehmen. Diese Autoren haben 
namlich in ihren spektrographischen Untersuchungen von Amino 
sauren gezeigt, daB die Dioxypiperazine im allgemeinen starker absor 
bieren als die ihnen entsprechenden Dipeptide. Die Anhydridbildung 
scheint demnach mit einer Verstarkung der Absorptionsfihigkeit 
einherzugehen. Nun haben zwar C. Neuberg® und andere Autoren die 
durch die Bestrahlung am EiweiB hervorgebrachren Veranderungen 
auf Grund des Nachweises von Abbauprodukten als Hydrolyse nach- 


1 W. Hausmann und M,. Spieqgel-Adolf, erscheint in der Klin. Wochen 
schrift. 

* O. Hallauer, klin. Monatsbl. f. Augenheilkde. 47, 721, 1909 

°C. Neuberq, diese Zeitschr. 18, 305, 1908; 29, 279, 1910. 
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Tabelle?. 








in 


yi | 


10 


Aufnahme 1 
Rein. Seraloumin 


> 


Aufnahme 2 
In Sauregegenwart 
bestrahlites Seralb. 


Abs. Reichs Abs tas Reichs Min. 


‘S40 
23 


2247 


2228 
2212 
2212 
2209 


Max. weite Min weite 
2048 3418 
2829 
2800 3076 
2770 
270 
2715 
2684 2912 
2675 2905 
2665 7 2665/7 2895 
2645 PS57 
2632 2829 
2600 2800 
2564 2779 
2560 2750 
2556 2704 
2490 (2675) 
2393 2632 2632 
(2612) 


2600 2600 
(2580) 
264 
2490 
2445 


2331 


» oy >F 


2247 


2228 
2218 
2209 
2204 


Autnahme 3 Aufnahme 4 
In Laugengegenwart Unbestrahites Seralb 
bestrahltes Seralb in Laugengegenwart 
Max.| Reicb> Min. Max. | Reichs Min. 
3418 248 
(3154) 2912 
3100 2905 
2RUD 
2875 
2840 
2800 
2762 
2750 
2728 
20273 2684 
2005 2675 
2NS4 2665 7 2665 7 
2857-2645 
2829 2632 
2800 2600 
2779 2564 
2750 = 2560 
2701 2556 
2675 240) 
2665.7 2665/7 2378 
2645 
2632 
2490 
2420 
2340 2340 
2306 2323 
2239 2270 
2260 
2256 
2245 
2239 
2212 2228 
2209 2218 
2204 2209 
2202 2004 


At 
Unbes 


im Sau 


Max 


2800 


25HO 


2260 


1 Die Wellenlangen sind in Angstrém-Einheiten angegeben. 1 Angstrém 0,1 uu. — 
fettgedruckten Werte sind in Abb. 6 graphisch dargestellt. 
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gewiesen. Es diirfte aber damit nicht im Widerspruch stehen, wenn 
man das damit parallel gehende Unléslichwerden des Proteins auf 
eine Anhydridbildung des EiweiBes bezieht. 


Zusammenfassung. 


1. In der vorliegenden Arbeit werden Absoiptionsspektren dos 
elektrolytfreien Seralbumins, desselben EiweiBkérpers in Saure- und 
Laugengegenwart, sowie nach Bestrahlung mit der Quarz-Hg-Dampf- 
lampe bei den gleichen Elektrolytzusatzen in den kurzwelligen Strahlen- 
bezirken mitgeteilt. 

2. Es wird festgestellt, daB~ vorbestrahite EiweiBlésungen in 
einem Strahlenbezirk von 400.0 bis 267.5 wu ein starkeres Absorptions- 
vermégen fiir kwzwellige Strahlen zeigen als nicht vorbestrahlte 
Kontrollésungen, ohne daB es nachweislich zu einer Verschiebung 
der Absorptionsmaxima- und minima kommt. 

Die Untersuchungen sollen in verschiedenen Richtungen fort- 


gesetzt werden. 


PO EE. 5 


| 





Uber den EinfluG des léslichen Kieselsiuregehalts der Biden 
auf die Resorption der Phosphorsiure durch die Pflanze. 


Von 
Antonin Nemee. 


(Mitteilung aus den Staatlichen Versuchsanstalten fiir Pflanzenproduktion 


in Prag.) 
(Eingegangen am 4. August 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In der Pflanzenchemie wurde bisher der Kieselsiure meistens 
nur eine untergeordnete Bedeutung zugeschrieben, obzwar die Pflanzen- 
asche eine mehr. als beachtenswerte Menge an Kieselsiure enthalt 
Neben Natrium und Chlor wwde auch das Silicium zu den weniger 
wichtigen ..niitzlichen’’ Nahrstoffen gerechnet, deren Anwesenheit 
im Nahisubstrat nicht unbedingt notwendig erscheint. Man hat zwar 
gewisse giinstige Wirkungen der Kieselsiure auf die mechanische Aus- 
bildung der Stengel und Halme vorausgesetzt, sonst aber angenommen 
daB dieses Element in keiner Beziehung zum Stoffwechsel steht und 
auch zw Bildung bestimmter Pflanzenbestandteile nicht unbedingt 
in Anspruch genommen wird. Die Kieselsiwefrage wurde tiberhaupt 
lange Zeit viel vernachlassigt, so da8 wir tiber die Bedeutung und Rolle 
des Silictums als Pflanzennihrstoff sehr wenig unterrichtet sind. 

Die einzigen alteren Versuche, welche einiges Licht in die Frage de: 
Kieselséureernihrung von Pflanzenorganismen bringen, sind die Unter- 
suchungen von Wol/f und Kreutzhage (1), welche bewiesen haben, da®B durch 
die Anwesenheit von Kieselséiureverbindungen in Naéhrlésungen die Korn 
ertrige bei Hafer wesentlich gesteigert wurden, wahrend der Gesamtertrag 
an Pflanzensubstanz fast unverindert geblieben ist. In phosphorséur: 
armen Nahrlésungen hat Kieselsiure ahnlich wie Phosphorséure gewirkt 
und daraus wurde der Schlu8B gezogen, da8B die Wirkung von Silicium 
irgend einer Weise mit der Phosphorséurewirkung im Zusammenhang 
steht, wobei die Kieselsiure auf die Stoffwanderung in das Korn wahr- 
scheinlich einwirkt. 

Systematische Untersuchungen iiber die pflanzenphysiologische Bedeu 
tung von Kieselsiéiure bei der Ernaéhrung der Getreidearten wurden erst in 











Oden 
Le. 


ktion 


stens 
1zenN - 
halt 
niger 
nheit 
ZWatl 
Aus- 
men 
und 
lingt 
aupt 
Rolle 


» der 
niter- 
urch 
orn 
*trag 
pure 

irkt. 
n in 
lang 
ahr- 


deu 


t in 








Nemec: Kieselsiuregehalt d. Boden u. Phosphorséureresorption usw. 43 


thre 1906 von Hall und Morison (2) veréffentlicht. Wahrend derin Rotham- 

| seit dem Jahre 1864 ausgefiihrten Feldversuche mit Gerste wurde 

h die Diingerwirkung von léslichen Silikaten nebst Phosphaten und 
leren Pflanzennahrstoffen verfolgt. Die Mehrertrige der mit léslichem 
\|kalisilikat gediingten Parzellen, welche von Jahr zu Jahr auftraten, 
haben AnlaB zu eingehenden Untersuchungen tiber die physiologische 
Funktion der Kieselsiure bei der Ernahrung der Gerste gegeben. Die 
Ergebnisse der ausgefiihrten Feldversuche, Wasserkulturenversuche und 
\nalysen von Pflanzenaschen haben kurzgefaBbt zu folgenden SchluB 
folgerungen gefiihrt: 


1. Die Kieselsiure, welche zwar nicht einen der hauptséchlichen Bestand- 
teile der Pflanzennihrstoffe vorstellt, spielt jedoch eine wichtige Rolle in 
der Ernahrung von Getreidearten wie Gerste, welche normalerweise in 
ihrer Aschensubstanz eine bedeutende Menge an Silicium enthalten. 2. Die 
Zugabe von léslichen Kieselsiureverbindungen in das Nahrsubstrat bewirkt 
ihrerseits eine friihere Ausbildung und gleichzeitig erhéhte Ertrage an 
Kérnern und ist dadurch der Wirkung von Phosphorséure ahnlich. Die 
Kieselsdure bewirkt eine gesteigerte Phosphorsdure-assimilation durch die 
Pilanze; die Steigerungen der Ernteertrige und der friiheren Reife sind 
der vermehrten Phosphorséiureaufnahme zuzuschreiben. 3. Es ist kein 
Grund, anzunehmen, da8 innerhalb der Pflanze die Kieselséure eine bessere 
Ausnutzung der bereits assimilierten Phosphorséure hervorruft oder eine 
Nahrstoffwanderung in der Richtung vom Stroh zu Korn bewirken konnte. 
Der Sitz der Kieselsiurewirkung befindet sich innerhalb der Pflanze und 
nicht im Boden. 


‘ 

Uber die giinstige Wirkung von Kieselsiure auf die Entwicklung von 
Pflanzenorganismen berichten weiter die Versuche von Jennings (3). In 
diesen Untersuchungen wurde der Einflu8 von kolloidaler Kieselsiure auf 
die Ertrage von Weizen in Wasserkulturen verfolgt. Die, Nahrlésung 
enthielt die notwendigen Nahrstoffe (Kalknitrat, Kaliumchlorid, Magnesium 
sulfat, Eisensulfat und Monokaliumphosphat) und auBerdem eine Differenz- 
zugabe von kolloidaler Kieselsiure. Die Ernteergebnisse sowie Aschen- 
analysen zeigten einen bedeutend giinstigen Einflu8 der Kieselsiurewirkung. 
Der Silicitumgehalt der in kieselséiurehaltigen Nahrlésungen geziichteten 
Weizenpflanzen wurde wesentlich gesteigert. Aus diesen Untersuchungen 
folgert Jennings, daB die Ertragsteigerung der direkten Absorption von 
Kieselsiure zuzuschreiben ist. 


Unabhangig von diesen Untersuchungen wurden iiber die Bedeutung 
der Kieselsiure bei der Pflanzenernahrung ausfiihrliche Forschungen von 
Lemmermann und Wiesmann(4) eingeleitet. Durch die Ergebnisse dieser 
Studien wurde festgestellt, da®B das Silicium in geeigneter Form imstande 
ist, unter bestimmten Verhaltnissen die Ertrage wesentlich zu steigern. 
Diese ertragsteigernde Wirkung der Kieselsiure trat am starksten auf in 
VegetationsgefaBen mit Sand, neben einer unzureichenden Phosphorséure 
diingung; erheblich geringer war sie, wenn es den Pflanzen an Kali mangelte 
und sie blieb aus, wenn es den Pflanzen an Stickstoff fehlte. Man kann 
demnach mit geringeren Phosphorsiuremengen durch eine Beigabe von 
Silicium héhere Ernten erzielen, so daB man auch sagen kann, Silicium 
wirkt bis zu einem gewissen Grade phosphorsauresparend. Aber auch 
neben einer Diingung, die bereits gréBere Mengen von Phosphorsaure 
enthielt, wirkte Silicium in geeigneter Form noch giinstig. Von den ge- 
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priften Siliciumverbindungen (Kieselsiurehydrat, Kieselsiureanhyd: 
verschiedene Kieselguren und Natronwasserglas) wirkte auf Quarzsa),( 
am besten die kolloidale Kieselsiure. Die Ergebnisse stimmen auch in de 
Richtung mit den friiheren Versuchen iiberein, da® die giinstige Wirk,y 
der Kieselséure nicht durch eine Einwirkung auf den Boden, sondern dur 
eine direkte Einwirkung auf die Pflanzen erklart wird. Die Kieselscdy,, 
wirkte jedoch bei Getreidearten ertragsteigernd nicht nur auf die Kérnerernte, 
sondern auf alle Organe der Pflanzen ein. Weiter wurde festgestellt, das 
die Kieselsdéurewirkung sich nicht nur auf die Gramineen, sondern auch axi 
Lequminosen und Cruzijeren erstreckt. Je mehr Kieselséure innerhalb de: 
Versuchsbedingungen den Pflanzen im Versuchsmedium zur Verfiigung 
stand, um so gréBer war die absolute Héhe der Ertrage, um so geringer 
der Erntezuwachs, der durch eine verstairkte Phosphorséurediinguny 
hervorgerufen wurde. Interessant ist weiter zu bemerken, da in eine: 
auf Kieselséiurezufuhr reagierenden Medium die in verschiedenen Diing: 
mitteln verabreichte Phosphorsiéure (Superphosphat, Thomasme!)l, 
Rhenaniaphosphat) scheinbar um so besser wirkte, je héher zugleich de: 
Gehalt der betreffenden Diingemittel an Kieselsiure war. Jedoch auc! 
neben von Haus aus kieselsiurehaltigen Diingemitteln wurde durch Kies: 
siurediingung eine weitere Ertragsteigerung erzielt. 


In einer weiteren Arbeit untersuchten Lemmermann und Wiesmann (5 
die Ursache der ertragsteigernden Wirkung von Kieselsféiure. Die Haupt 
ergebnisse der Versuche wurden folgenderweise zusammengefaBt: Di: 
Kieselsiure vermag den Ertrag der Pflanze erheblich zu steigern, wenn 
der Pflanze nur ungeniigende Mengen von Phosphorséure zur Verfiigung 
stehen. Es wurde festgestellt, da®8 die ertragsteigernde Wirkung der Kiese! 
siure nicht mit einer besseren Befriedigung des sogenannten Aschen 
hungers bei ungeniigender Phosphorsiurezugabe zusammenhangt. Es 
konnten auch keine direkte wachstumsférdernden Eigenschaften der Kiesel- 
siure nachgewiesen werden. Die Ursache der beobachteten giinstigen 
Wirkung der Kieselséure ist vielmehr in einer durch sie bewirkten erhéhten 
Phosphorséureaufnahme der Pflanze zu suchen. Die Kieselséure wirkt 
also vom ernéhrungsphysiologischen Standpunkt aus (innerhalb der Pflanz: 
nicht phosphorséuresparend, wohl aber vom diingertechnischen Standpunkt 
aus, insofern, als durch eine Beigabe von Kieselsiure die Aufnahme uni 
Ausnutzung der Diingerphosphorséiure erhéht werden kann (wenn in 
Boden nicht geniigend Kieselséure vorhanden ist), so daB geringere Phosphot 
siuremengen in der Diingung ausreichen, um unter Mitwirkung der Kiese! 
siure dieselben Erntemengen hervorzubringen, die ohne Kieselsiure nur 
durch héhere Phosphorséuregaben zu erzielen sind. Die erhéhte Aufnahme« 
der Phosphorsiure unter dem Einflu8 der Kieselséiure (und damit ihr 
ertragsteigernde Wirkung) wird nicht nur durch Vorgaénge innerhalb der 
Pflanze hervorgerufen, sondern steht im Zusammenhang mit der lésenden 
Wirkung, die die Kieselsiure auf die Bodenphosphate ausiiben kann. Ob 
noch andere Umstéinde bei der Wirkung der Kieselsiure mitwirken (die 
Verainderungen der Permeabilitét der Epidermiszellen durch Kieselséure- 
wirkung), kann heute noch nicht mit Sicherheit gesagt werden. Nach 
Untersuchungen von Wiesmann(6) hat weder die Kieselséure, noch di: 
erhéhte Phosphorsiuregabe verindernd auf den anatomischen Bau des 
Roggenhalms eingewirkt. 


+ ed . wr. . . 
Uber den Einflu8 von kolloidaler Kieselsiéiure auf die Ausnutzung der 
Phosphorséure durch die Pflanzen wurden weiter Wasserkulturversuch« 











‘he 








|siuregehalt d. Boden u. Phosphorséureresorption durch d. Pflanze. 45 


Butkewitsch (7) angestellt. Die Ergebnisse stimmen mit den Lemmermann- 

en vollig iiberein. Es wurde wahrgenommen, daS eine funktionelle 
frsetzung der Phosphorséure durch die Kieselséure in den Pflanzen nicht 
gir Geltung kommt. Die giinstige Einwirkung des Siliciums bei relativem 
Phosphorséuremange! in der Nahrlésung wird dadurch bedingt, da die 
in der Lésung befindliche Kolloidsiure die Aufnahme der Phosphorséure 
durch die Pflanzenwurzeln beférdert. Die beférdernde Wirkung der Kiesel- 
siuresole auf die Diffusion der dialysierfahigen Anionen lieB sich nicht 
nur in den Versuchen mit den Pflanzen, sondern auch mit denen mit Kolloid- 
membranen beobachten. Diese Verhaltnisse kommen in den angegebenen 
Fallen zum Vorschein als Resultat der Verwirklichung des ,,Donnanschen 
Membrangleichgewichts“, wobei die kolloiden Kieselsiureanionen als 
dialysierunfahige Ionen fungieren. 

Die Untersuchungen von Lemmermann wurden meistens als Vegetations- 
gefaBversuche im Quarzsand mit kolloidaler Kieselsaure ausgefiihrt. Einige 
Versuche haben jedoch auch auf natiirlichen Boden die giinstige Wirkung 
einer Kieselséurediingung bei gleichzeitigem Phosphorséiuremangel nach- 
gewiesen (4). Schon Lemmermann hat die Vermutung ausgesprochen, daB 
die Kieselsiureverbindungen des natiirlichen Bodens zum Teil in ahnlicher 
Weise wirken kénnen, wie die zu den bisherigen Versuchen benutzte kolloidale 
Kieselsiure. An anderer Stelle bemerkt aber Lemmermann (5), daB in den 
meisten Béden wahrscheinlich der natiirliche Kieselsiuregehalt ausreichend 
sein wird, was tatsachlich nach unseren Untersuchungen fiir die frucht- 
baren Béden zutrifft. Der Gehalt an léslicher Kieselsiure in verschiedenen 
natiirlichen Béden kann sich jedoch inzwischen sehr weiter Grenzen 
bewegen. Uber den natiirlichen Gehalt der Acker- und Waldbéden an 
léslicher Kieselsiure wurden bisher keine systematischen Untersuchungen 
angestellt. ‘ ' 


In der gegenwiartigen Arbeit will ich kwz itiber meine aus- 
fiihrlichen Untersuchungen berichten, in welchen der Gehalt an 
leicht abspaltbarer, wasserléslicher Kieselsiure verschiedener Béden 
verfolgt, mit einigen anderen Bodeneigenschaften und besonders mit 
der Phosphorséurebediirftigkeit nach der Methode von Neubauer (8) 
in Vergleich gesetzt wurde, um die Wirkung des natiirlichen Kiesel- 
siuregehalts von Béden auf die Intensitaét der Phosphorsaure- 
assimilation und somit auf ihre ertragsteigernde Wirkung auch von 
anderer Seite zu erforschen. 


Bestimmung des Kieselsiuregehalts in wisserigen Bodenextrakten. 


Zur Bestimmung des Kieselsiuregehalts in wasserigen Boden- 
ausziigen wurde die kolorimetrische Methode von Bell und Doisy (9) 
verwendet, welche urspriinglich fiir die Bestimmung von Phosphor- 
siure in Harn, Blut usw. ausgearbeitet wurde. Das Verfahren beruht 
auf der Reduktion von Silikomolybdan- und Phosphormolybdansauren 
durch alkalische Hydrochinonlésung zu Molybdanblau. Der Vergleich 
mit einer in gleicher Weise behandelten Standardlésung von kiesel- 
saurem bzw. phosphorsaurem Kalium ergibt die Summe der Kiesel- 
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und Phosphorsiuremengen*. In derselben zw Untersuchung her»). 
gezogenen Lésung wird nun der Phosphorsauregehalt nach der Methode 
von Atkins (10) oder Fiske und Subbarow (11) ermittelt. Da nach unse) oy 
Untersuchungen bei der kolorimetrischen Analyse nach dem Verfahion 
von Bell und Doisy die Intensitat der blauen Verfarbung, hervorgeruion 
durch 1 mg Phosphor und | mg Silicium, sich wie Si: P = 1: 0,44 ver 
halt, kann der Gehalt an Kieselsiure nach Abzug der festgestelltcn 
Phosphorséure leicht errechnet werden. In wasserigen Bodenextrakten 
ist meistens der Phosphorséuregehalt geringer als die zulassige Feh| 
grenze bei der Kieselsiurebestimmung nach dem _ kolorimetrischen 
Verfahren. 
Bereitung der wdsserigen Bodenextrakte. 


In den vorliegenden Untersuchungen wurden zwecks Herstellung von 
wasserigen Bodenausziigen stets 30g lufttrockenen Bodens mit 100 ec 
destillierten, absolut kiesel- und phosphorséurefreien Wassers 1 Stunde 
extrahiert und nachher das Gemisch durch ein Faltenfilter Schleicher-Seh iil! 
(Nr. 603, hart) filtriert. Falls das Filtrat nicht véllig klar oder gelb verfarbrt 
erscheint, ist es ratsam, zwecks Aufklarung bzw. Entfairbung eine Messe: 
spitze von reiner phosphat- und kieselséiurefreier Tierkohle anzuwende: 
Die Tierkohle mu6B im Blindversuch iiberpriift und die eventuelle Ve: 
farbung bei der Bestimmung im Bodenextrakt abgezogen werden. Zu den 
eigentlichen kolorimetrischen Kieselsiure- und Phosphorséurebestimmungen 
werden je 30ccem des klaren Bodenauszugs abgemessen. 


Bestimmung des Kiesel- und Phosphorsduregehalts. 


A. Lésung der Molybddnsdure in Schwefelsdure. 50g chemisch reines 
Ammoniummolybdat werden allmahlich in 1 Liter normaler, lauwarme: 
Schwefelsaure gelést. Die verwendete Schwefelséure mu8 absolut phosphor- 
siurefrei sein, was durch einen Blindversuch kontrolliert wird. Diese 
Lésung kann unbegrenzt lange aufbewahrt werden. Das Auftreten eine: 
kleinen Menge vom weiben Niederschlag (Molybdanséure) kann niclit 
stéren. Der Niederschlag wird von der Lésung durch Dekantieren abgetrennt. 

B. Hydrochinonlésung. In 1 Liter reinen destillierten Wassers werden 
20 g chemisch reines Hydrochinon unter Zusatz von 1 cem konzentrierte: 
Schwefelséure gelést. Nach laingerem Stehen wird die Lésung infolu 
Bildung von einer kleinen Menge Chinon gelbbraun verfarbt. Eine geringe 
Verfirbung der Hydrochinonlésung kann bei der kolorimetrischen Be 
stimmung nicht stéren, da durch die nachherige Zugabe von alkalischer 
Sulfitlésung das gebildete Chinon wieder reduziert wird. Diese Lésung 
soll in gut verschlossener. braun gefarbter Flasche aufbewahrt und vor 
Lichtzutritt geschiitzt werden. 

C. Alkalische Sulfitlésung. 2 Liter von 20°%,iger Natriumcarbonat 
lésung werden mit 500 cem einer 15°,igen Natriumsulfitlésung vermischt 
und filtriert. Gegenwart von geringeren Kiesel- und Phosphorséuremengen 


* Ein dhnliches Verfahren hat L. W. Winkler (Zeitschr. f. angew. 
Chem. 27, 511, 1914) zur Bestimmung der Kieselséiure in natiirlichen 
Wissern verwendet. 
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nicht stéren, da die Salze der komplexen Molybdansaéuren in alkalischen 

ingen nicht gebildet werden. Diese Lésung soll vor jeder Bestimmung 

ch bereitet werden. 

D. Standardlésung. Zum Vergleich im Kolorimeter wird eine Standard- 

ing von kieselsaurem bzw. phosphorsaurem Kalium zubereitet. Mit 
Kiicksicht auf die bessere Bestaéndigkeit kann mit Vorzug eine Standard- 

ung vom Monokaliumphosphat verwendet werden. Chemisch reines 
Vonokaliumphosphat wird in Porzellanschalen fein verrieben und _ fiir 

ize Tage im Exsikkator tiber konzentrierter Schwefelsiure zwecks Ent- 

isserung aufbewahrt. Von diesem trockenen Praparat werden 4,394 g 

gewogen und in | Liter destillierten Wassers gelést. 1 cem dieser Lésung 

tspricht Img Phosphor. Durch gravimetrische Kontrollbestimmung 
wird das Volumen der Standardlésung korrigiert. Von dieser Lésung werden 
50cem abgemessen und je nach Bedarf auf 500 bis 2000 cem verdiinnt. 
Durch Zusatz von Chloroform wird die Standardlésung vor Pilzbefall 
geschiitzt; sobald aber die Lésung triibe erscheint, mu von neuem zu- 
bereitet werden. 

Kolorimetrische Bestimmung. Das Verfahren beruht auf Bildung 
von Kiesel- und Phosphormolybdanséure in saurer Lésung und auf ihrer 
Reduktion durch Hydrochinon, wobei die Molybdanséure nicht reduziert 
wird. Durch weitere Einwirkung von Natriumsulfit in alkalischer Lésung 
wird die erhaltene griinliche Verfarbung in intensiv blaue veraéndert. Dieselbe 
Reaktion gibt auch die Arsensiéure, welche aber in normalen Wasser- 
extrakten des Bodens nicht vorkommt. Gegenwart von betrachtlicheren 
Mengen von Ejisensalzen wirkt verzégernd auf die Bildung der blauen 
Verfarbung. Falls die angewendete Sulfitlésung eine gréBere Menge von 
Sulfaten enthalt, verlauft die Farbreaktion nicht bis zu Ende und die 
Farbe zeigt einen Stich ins Griine. \ 

Von dem wisserigen Bodenextrakt werden 30 cem abgemessen und 
in einem 100-cem-Kolben mit 5cem der schwefelsauren Molybdinlésung 
md nachher mit 5cem der Hydrochinonlésung versetzt. Nach Ablauf 
von 5 Minuten werden 25 cem der alkalischen Natriumsulfitlésung zugesetzt 
und mit zuvor ausgekochtem destillierten Wasser bis auf 100 cem auf- 
gefiillt. Nach weiteren 10 Minuten vergleicht man die erhaltene blaue 
Farbe der untersuchten Lésung mit einer in gleicher Weise behandelten 
Standardlésung im Duboseqschen Kolorimeter. 

Die gewonnene blaue Verifarbung der Phosphatlésungen ist nicht ab- 
solut bestandig. Trotzdem aber geben Messungen, welche innerhalb 1 Stunde 
ausgefiihrt werden, dieselben Resultate, wie nach Ablauf von 10 Minuten. 
Die durch Kieselsiure hervorgerufenen Verfarbungen sind weit bestién- 
diger als die der Phosphorséure. Bei Serienuntersuchungen ist es ratsam, 
beide GefaiBe des Kolorimeters mit den blaugefarbten Lésungen gleich- 
zeitig zu fiillen. 


Bestimmung des Phosphorsduregehalis nach Atkins (10). 


Lésung A. Gemisch von 100 cem 10°,igem Ammoniummolybdat mit 
300 cem 50 vol.-°,iger Schwefelséiure, im Dunkeln aufzubewahren. 

Lésung B. Zinnchloriirlésung, zu jeder Bestimmung frisch bereitet 
durch Lésung von 0,1 g Zinn in 2cem chemisch reiner Salzséiure urter 
Zusatz von einem Tropfen 4°,igen Kupfersulfats. Die Reaktion wird 
durch Erwirmen beschleunigt und das Gemisch auf 10 cem mit Wasser 
verdiinnt. 


‘ 
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Lésung C. Standardlésung vom Monokaliumphosphat, entsprech: 
0,05 mg P in 100cem Fliissigkeit. 


i 


Bei der Phosphorsaéurebestimmung in wiasserigen Bodenausziive; 
wurden 50cem des Extrakts mit 2cem der schwefelsauren Ammonii 
molybdatlésung und 5 Tropfen der Zinnchloriirlésung versetzt und au 
100 cem aufgefiillt. Nach 10 Minuten wird die blaue Verfarbung mit ein, 
in derselben Weise behandelten Standardphosphatlésung im Kolorimet 
verglichen. Die bei Ackerbéden resultierende Verfarbung ist meisteys 
sehr gering und kann in vielen Fallen vernachlassigt werden, ohne dai) 
die Kieselsiurebestimmung dadurch betrachtlicher beeinfluBt wiirde. Ni; 
die sehr humusreichen Béden (oberste Schichten von Waldbéden, Tor! 
béden und animalisch gediingte Béden) zeigten einen betrachtlicheren 
Phosphorséuregehalt der Wasserausziige. 


EinfluB der Extraktionsdauer. Die Menge der in Lésung iiber- 
gegangenen Kieselsiure hingt von der Dauer der Einwirkung ab. In 
folgenden Beispielen ist die Lésungsgeschwindigkeit nach bestimmten 
Zeitabschnitten bis 3 Stunden der Beriihrungszeit an drei typischen 
Bodenproben verfolgt worden. Die in der Zeit ,,0° angefiihrten Kiesel- 
séuremengen sind in Wasserlésungen festgestellt worden, die nach dem 
Vermischen des Bodens mit Wasser sofort filtriert wurden. Bei diesen 
Versuchen wurde das iibliche Verhaltnis von Boden zu Wasser 
(30 g : 100 ccm) eingehalten, und sonst in der schon friither geschilderten 
Weise vorgegangen. 





Menge der gelésten Kieselsdure in mg SiO, 


Extraktionszeit Lehmboden Tonig-lehmiger Sand 
Sv Ackerkrume l ntergrund Ackerkrume 
0 16,53 5,47 
0,5 20,10 6,74 
1 22.64 6.36 
2 25,68 8.90 
3 25.95 8,90 





Die Einstellung eines Gleichgewichtes erfolgt bei jedem Boden 
in verschiedenen Zeitabschnitten. Wahrend der Filtration muB auch 
den verlaufenden Absorptionserscheinungen Rechnung getragen werden 
Es wurde beobachtet, daf£ die letzten Anteile des Filtrates, welche 
durch héhere Bodenschichten am Filter durchlaufen, eine merkbar 
Ermiedrigung des Kieselsiuregehalts aufweisen. Um diese Schwan 
kungen méglichst zu vermeiden, wird empfohlen, bei der Filtration 
das Dekantationsverfahren anzuwenden. Weiter ist es notwendig 
stets erst nach Durchlaufen von derselben Filtratmenge (60 bis 70 ccm 
den aliquoten Teil des Wasserauszuges zur kolorimetrischen Analyse 
abzumessen. 
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EinfluB des Verhdlinisses Boden zu Wasser auf die geléste Kiesel- 
viuremenge. Bei Extraktion eines Bodens mit Wasser haben wir es mit 
einer physikalischen bzw. chemischen Reaktion zu tun. Die Menge 
der gu einem gewissen Zeitpunkte im Wasser gelisten Kieselsiure 
hangt von der Einstellung des Gleichgewichtszustandes zwischen Boden 
und Wasser ab, wobei nicht nur die Menge des zur Extraktion eines 
bestimmten Bodenquantums verwendeten destillierten Wassers, sondern 
auch die neben Kieselsaiure in Lésung geratenen Mengen anderer Salze, 
die spezifischen Adsorptionserscheinungen und andere wichtige Fak- 
toren eine groBe Rolle spielen. Um den Einflu8 der zur Extraktion 
einer bestimmten Bodenmenge verwendeten Wassermenge naher 
kennen zu lernen, wurden in mehreren, nach physikalischer und 
chemischer Beschaffenheit verschiedenen Bodenproben  diejenigen 
Kieselsturemengen bestimmt, welche bei Anwendung von steigendem 
Volumen des Extraktionswassers aus 1 kg Boden gelést werden. Die 
Untersuchungsresultate sind in folgender Tabelle zusammengefaBt: 





A. ~ & . SiO, in mg aus 1 kg Boden 
Bodens ; stonig . , 
oie, | Toiger Lehm | Semdigstoniger = Lehm =| ghedoclien Seba 
50 — — -- 2.41 
55 5,50 —- 1,82 
66 — ,. 4,32 2.82 1,88 
100 6,37 : 2,32 
150 — - 7,81 - - 
166 9,21 11,19 — 431 3.08 
200 on ~ 8,99 - 
250 13.83 _ 
300 _ — 12,29 
332 17,57 15,09 — 5.49 4,14 
400 — -- 14.64 - — 
416 18,89 - -- - 
500 19,32 17.46 17,80 — 5,71 
563 20,70 . — 
666 22.61 18,58 21,26 8,50 7,40 
832 22.87 —— -= 8,68 
1000 24,51 20,48 23,58 11,18 
1166 25,47 - _- - - 
1332 _ 21,49 25,52 12,99 10,31 
1666 _— 25,19 - 
2000 —_ — —_ 16,12 


Aus den Versuchsergebnissen dieser Untersuchungen geht hervor, daB 
durch die Einwirkung von steigenden Wassermengen auf den Boden die 
Menge der ionisierten Kieselsiure erhéht wird. Somit ergibt sich, daB 
die durch obenbeschriebenes Verfahren bestimmte Kieselsiuremenge 
nicht den tatsachlichen Gehalt des wasserléslichen Siliciums in natiir- 
lichen Bodenlésungen darstellt. Die Kieselsiuremengen, ausgedriickt 
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in Milligramm auf | kg Boden, beziehen sich auf den durch Was: 
extraktion im Verhaltnis 30g Boden zu 100 ccm Wasser sich ein 
gestellten Gleichgewichtszustand nach einstiindiger Beriihrungszvit 
und sind wesentlich gréBer als diejenigen, welche aus gleicher Boden. 
menge unter natiirlichen Bedingungen der Bodenfeuchtigkeit in den 
BodenpreBsaft tibergehen. 

Die mechanische Zusammensetzung der Biden und die Bildung léslicher 
Kieselsdure. In den nachstehenden Versuchen wurden die Beziehungen 
zwischen der Zusammensetzung mechanischer Bodenbestandteile wad 
der Menge in wasserige Lésung tibergegangener Kieselsiure verfolgt 
Die mechanischen Analysen der Béden wurden nach der Methode von 
Kopecky mit Hilfe seines Schlammapparates ausgefiihrt und die Er. 
gebnisse je nach der Bodenklassifikation in drei Hauptgruppen ein- 
geteilt: 1. Tonbéden und lehmhaltige Tonbéden, 2. Tonhaltige Lehm- 
béden und Lehme; 3. Ton-lehmhaltige Sandbéden und Sande. Die 
folgenden Ubersichtstabellen bringen die Ergebnisse der erwahnten 
vergleichenden Untersuchungen. 

Aus den §.50 bis 52 angefiihrten Vergleichsuntersuchungen kann man 
allgemein eine anndhernde Beziehung zwischen der léslichen Kieselsdure- 
menge und der mechanischen Bodenzusammensetzung entnehmen. Bei 
tonhaltigen Béden wird die Menge an ionisierter Kieselsiure mit dem 
sinkenden Gehalt des Bodens an Tonbestandteilen herabgesetzt. Schwere 
tonhaltige Béden zeigen nicht die optimale Fahigkeit zur Abspaltung 
léslicher Kieselsiwe. Tonhailtige Lehmbéden und Lehme mit einem 
Gehalt von 90 bis 80%, der abschliammbaren Bodenbestandteile (Durch- 
messer der KorngréBe unter 0,05mm) entbinden die gréBte Menge 


I. Tonbéden und lehmhaltige Tonbdéden. 





Mechanische Zusammensetzung des Bodens: Gehalt an Bodenbestandteilen 


von KorngroBe Kiesel- 

. sauregeha!t 

I. und Il. | / I. est bis su: ass bie Ot bie 1 kg ie 

bis 0,05 mm | bis 0,01 mm 0.05 mm 29 am 61 am 0.2 mm 

9734 86,56 10,78 2.66 0,42 2.24 11,51 
96,36 67,70 28,66 3,64 1,50 2,14 10,06 
95.43 59,80 35,64 4,56 2,30 2,26 11,17 
94,58 52,02 42.56 5,42 2,92 2,50 13,12 
92,94 37,98 54,96 7,06 6,32 0,74 10,80 
92,52 47,14 45,38 7,48 5,30 2,18 20,46 
91,58 44.94 | 46,64 8,42 4,52 3,90 17,63 
91,22 52,18 39,04 8,78 3,78 5,00 17,50 


91,04 47,72 | 48,32 8,96 6,12 2,84 17,22 
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II. Tonhaltige Lehmbéden und Lehme. 





Mechanische Zusammensetzung des Bodens: Gehalt an Bodenbestandteilen 


von Korngrébe Kiesel- 
sauregehalt 
und Il. I on bie a ae ans bie 0 +m 1 ke Boden 

0,05 mm — bis 0,01 mm 0.05 mm 20 mm 01 mm 0.2 mm 
89,94 42.44 47.59 10,06 5.96 4.10 22.57 
89.52 50.60 38,92 10,48 7.90 2.58 20.64 
89,12 41.36 47.76 10,88 7,48 3,40 23,05 
$8.80 37,25 51,52 11.29 10,06 1,14 21,32 
88.64 49.76 38.88 11.36 8.40 2.96 90.14 
88.62 56,74 31,88 11,38 4.90 6.48 21,52 
$8.20 55.86 32.34 11.80 7.68 4.12 20.16 
88,65 47,76 40.89 11.35 8.77 2.58 21,57 
86.80 46.14 40.66 13,20 918 4.02 24,41 
86,52 42.30 44.22 13.48 9.12 4.36 27,44 
85.62 37,28 48.54 14,38 10,16 4,22 22.31 
84.85 41.06 43.79 15,15 13,33 1.82 21.98 
S481 35.64 49.17 15,19 13,11 2,08 21.86 
84.80 34,50 50,30 15.29 10.86 4.34 25.62 
84.70 46,88 37,82 15,39 11,56 3,74 20,27 
84.46 37,20 47,26 15,54 8.86 6,68 21.98 
83,87 56,60 27,27 16,13 11,72 441 28,23 
82,25 41.60 40,65 17,75 9,21 8.54 22,04 
81,76 35,28 46,48 18,24 10,20 8,04 25,56 
81.68 43,26 38,42 18,32 12,16 6,16 18,29 
80.76 45.28 35.48 19.24 5,08 14.16 14.05 


der Kieselsiure. Bei ton-lehmhaltigen Sandbéden und lehmigen Sand- 
béden wird im Durchschnitt die Menge der wasserléslichen Kieselsiure 
proportionell zu dem steigenden Gehalt an Sandbestandteilen (Durch- 
messer der KoingréBe 0,05 bis 2,0 mm) herabgesetzt. Diese Biden 
haben aus 1 kg lufttrockener Masse 2,77 bis 27,44 mg wasserléslicher 
Kieselsiure gelést. Aus diesen Untersuchungen ist weiter zu ersehen, daB 
die fein abschlammbaren Bodenbestandteile von einer Korngrépe zwischen 
0.01 bis 005mm bei lehmhaltigen Béden die Hauptquelle der lislichen 
Kieselsdiure vorstellen. Die meisten Biden, welche 40 bis 50°, der Boden- 
ké ner von 0,01 bis 0,05 mm Durchmesser enthalten, sind mit léslicher 
Kieselriwe in geniigender Menge versorgt, mit Ausnahme der schweren 
Tonbéden. 

EinfluB des Kalkes auf den Kieselsdéuregehalt des wiisserigen Boden- 
auszuges. In einer anderen Reihe von Untersuchungen wurde der Einflu8 
einer Zugabe von kohlensaurem Kalk auf das Léslichwerden der Kiesel- 
siure verfolgt. Die zur Analyse verwendete Bodenmenge wurde vor 

4* 
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Ill. Ton-lehmhaltige Sandbéden und Sande. 





Mechanische Zusammensetzung des Bodens: 


I. und II. 
bis 0,05 mm 


78,99 
77,83 
69,20 
64,71 
64,34 
63,52 
61,50 
56,10 
54,62 
52,26 
52,24 
51.96 
49,68 
49.54 
47,88 
44,58 
44,18 
42.06 
41,24 
40.80 
36,40 
29,54 
21,18 


bis 001 mm 


40.38 
37,34 
41,86 
45.43 
42.80 
44.60 
36,76 
38,04 
35,10 
36,70 
32.56 
37,22 
33,84 
29,84 
31,08 
23,70 
29.44 
22.20 
25,46 
26,82 
22.64 
17,36 
16.62 


von Korng:éBe 


Il 
0,01 bis 
0.05 mm 


38,61 
40,49 
27,34 
19,28 
21,54 
18,92 
24.74 
18,06 
19,52 
15,56 
19,68 
14,74 
15,84 
19,70 
16,80 
20.88 
14,74 
19,86 
15,78 
13,98 
13,76 
12,18 

9,56 

‘ 


Ill. und IV. 
0,05 bis 
2,0 mm 


21,01 
22.17 
80.80 
35,29 
35,66 
38,48 
38.50 
43,90 
45,38 
47,74 
47.76 
48.04 
50.32 
50,46 
52,12 
55,42 
55,82 
57,94 
58.76 
59,20 
63,60 
70,64 
73,82 


Il. 
0,05 bis 
0.1 mm 


16.39 
12,88 
5.68 
25.34 
10,46 
10.06 
6.98 
7,46 
6,42 
6,16 
8.18 
13,78 
8.98 
7.08 
7,46 
11,16 
6,38 
6,28 
12,24 
17,82 
20,35 
7,40 
7.08 


Gehalt an Bodenbestandteilen 


IV. 
0,1 bis 
0,2 mm 


4.62 

9,29 
25,12 

9,95 
25,20 
26,42 
31,52 
36.44 
38,96 
41,58 
39,58 
34,26 
41,34 
43.38 
44.66 
44.26 
49.44 
51.66 
46.52 
41,38 
43,25 
63,06 
66,74 


Kiese 


Saurecvenat 


1 kg Boden 


18,s2 
16.25 
15.88 
15.67 
9.44 
8.97 
Y th 
9] 

7,46 
6.51 
9,26 
9 1S 
10,12 
746 
7,11 


9 
a 


4 
BS 
6,26 
G6) 
8.02 
2.77 
3.56 


~~ =I) 


der Extraktion mit steigenden Mengen Kalkcarbonat versetzt und in 
der iiblichen Weise mit 100 ccm destilliertem Wasser ausgelaugt. ie 
Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt : 





CaCOy zugesetzt 
Te o des Bodens 


or 


WONTON S 
o 


-_— 


Tonhaltiger Lehmboden 


(Caslav) 


12,08 
12,34 
12,21 
12,08 
11,70 
13,35 
12,21 


Humoser Lehmboden 
(Radbo?) 


20,36 


18,57 
19.46 
19,20 
19,34 
18,57 
18,06 


Bei weiteren Versuchen wurden dieselben Béden in lufttrockenem 
Zustande mit steigenden Mengen von kohlensaurem Kalk vermischt 
in geriumigen Erlenmeyerkolben je bis zur vollen Wasserkapazitat 
mit destilliertem Wasser versetzt und 14 Tage stehengelassen. lie 
Menge der nach dieser Zeit festgestellten Kieselsiure in den Wasser- 
extrakten ist aus folgender Tabelle ersichtlich: 
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CaCOsg zugesetzt Tonhaltiger Lehmboden Humoser Lehmboden 
g , “Oy des Bodens (Caslav) (Radbo?) 
0 0 12,21 24,04 
0,30 1 11,70 22.51 
0,75 2.5 12,34 20,48 
1,50 5 11,83 23,03 
2,25 7.5 12,84 22.61 
3,00 10 11,45 22.51 
4.50 15 11,32 21,24 
6.00 20 10.96 20,60 


Aus den Untersuchungen ist ersichtlich, daB erst in der zweiten 
Versuchsreihe, nach lI4tagiger Einwukung der héchsten Kalkgaben 
auf den feuchten Boden eine wahinehmbare Herabsetzung der in 
wasserige Lésung tibergegangenen Kieselsiuremengen eingetreten ist. 

EinjluB des Eintrocknens des Bodens auf die Léslichkeit der Kiesel- 
siure. Durch verschiedene Untersuchungen ist gezeigt worden, daB 
die Wirkung der Bodennahrstoffe und besonders der Phosphorsiéure 
durch Austrocknen des Bodens an der Luft erheblich gesteigert werden 
kann. Es wurde angenommen, daB$ die Phosphorsiureverbindungen 
durch das Austrocknen des Bodens in eine leicht assimilierbare Form 
iberfiihrt werden. Es erscheint wahrscheinlich, daB an dieser erhéhten 
Wirkung der Bodenphosphorséure auch die frei gewordene Kieselsaiure 
unter Umstanden beteiligt werden kann. Die Versuche von Emmerling 
und Loges (12) zeigen, daB bei verschiedenen Torfbéden durch den Einflu8 
des teilweisen Eintrocknens nicht nur die Léslichkeit der Phosphor- 
siure, sondern auch der Kieselsiure besonders stark zugenommen hat, 
wodureh auf Grund der Untersuchungen von Lemmermann die Wirkung 
der Phosphorsaure verstarkt werden kann. 

Wahrend meiner Studien iiber das Vorkommen der Kieselsiure 
in natiirlichen Béden habe ich Untersuchungen iiber den EinfluB des 
Eintrocknens von Béden auf den Kieselsiuregehalt einiger vorher 
mehrmals mit Wasser ausgelaugten Bodenproben durchgefiihrt: 

300 g lufttrockenen Bodens wurden mit 1000 ccm destilliertem 
Wasser 2 Stunden ausgelaugt, filtriert und im Filtrat der Gehalt an 
lislicher Kieselsiure bestimmt. Die Extraktion wurde noch dreimal 
wiederholt. Nachher wwde die Bodenprobe an freier Luft voll aus- 
getrocknet und 30g der lufttrockenen Substanz in einen geraéumigen 
Erlenmeyerkolben tiberfiihrt, mit 10 ccm destilliertem Wasser befeuchtet 
und bei Laboratoriumstemperatur stehengelassen. Nach Ablauf von 
14 Tagen wurde der Boden mit 100 ccm Wasser ausgelaugt und im 
Extrakt die léslich gewordene Kieselsiuremenge festgestellt. Die Er- 
gebnisse dieser Versuche sind in folgender Ubersichtstabelle zusammen- 
gefaBt : 





o4 A. Némec: 





Kieselsauremenge in mg SiQ, in | kg lufttrockenen Kode: 


Nach 14 
Boden , Nach der Nach der Nach der Autbew 
Vor der 
Extraktion ersten zweiten dritten d. teuchrer 
- Extraktion Extraktion Extraktion 3mal ausge 
laugten Bod 
eee 31,34 27,78 21,37 17,09 29,23 
Unhost (Ackerkrume) ; 32,05 25,27 17,09 22.08 36.75 
Unho t (Untergrund) 37,91 34.68 22.44 19,29 36,29 
Zvolenéves ..... 23,00 19,52 14,50 9,77 23,18 
Klatovy (Wiesenboden) 21,99 14.54 10,38 4.14 19.45 
Podébrady rae ae 18.91 15,27 12.21 3.66 21,06 
Hofice . . . ‘ 23,99 15,88 11,70 9,31 25,53 
Maiice . ¥,Y 17.08 13,13 8,24 4,72 18,20 
Valecoy ..... 15,09 12,18 6,40 5,34 13.50 
sw 6 fe ce , 11,35 9,32 6,10 5.49 14.25 


Die in der Tabelle angefiihrten Versuchsergebnisse zeigen das 
allmahliche Sinken des wasserléslichen Kieselsiuregehalts bei wieder. 
holten Bodenextraktionen. Aus den Untersuchungen ist weiter die 
interessante Erscheinung zu entnehmen, daB in den durch mehrmalig: 
Extraktion an lésliche Kieselsiure verarmten Boden nach Eintrocknen und 
l4tdigigem Feuchthalien der Bodenproben durch nachheriges Auslaugen 
in allen Fédllen die urspriingliche lésliche Kieselséuremenge wieder. 
gefunden wurde. Dadurch wird auch die SchluBfolgerung Lemmermanns 
bestatigt, daB durch den EinfluB des Bodeneintrocknens die neu léslich 
gewordene Kieselsiure das Assimilationsvermégen von Phosphorsiure 
zur wesentlichen Férderung fiihren kann. 

EinfluB der wasserlislichen Kieselstiure in Boden auf die Phosphor 
sdureassimilation durch die Pflanzen. Durch die Untersuchungen von 
Lemmermann und Wiesmann einerseits und Hall und Morison andere: 
seits ist gezeigt worden, daB die ertragsteigernde Wirkung der Kiese! 
siure bei unzureichender Phosphorséureernahrung auf einer Steigerung 
der Phosphorsaureresorption beruht. Die genannten Forscher haben 
in ihren Abhandlungen tiber die Kieselsiurefrage mehrmals auf dic 
mégliche Bedeutung der schon in natiirlichen Béden vorhandenen 
léslichen Kieselsiureverbindungen fiir die Resorption der Phosphor 
siure hingewiesen und angenommen, da die Kieselsiureverbindungen 
des Bodens zum Teil in ahnlicher Weise wirken kénnen, wie die zu den 
bisherigen Versuchen benutzte kolloidale Kieselsaure. 

In der vorliegenden Arbeit habe ich versucht, die Beziehungen 
zwischen den wasserléslichen Kieselsiureverbindungen des Bodens 
und der Intensitét der Phosphorséureresorption durch die Pflanzen 
zu verfolgen. Die Assimilation der Phosphorséiure von verschiedenen 
Béden wurde mit Hilfe der Neuwbauerschen Roggenkeimpflanzen 
methode festgestellt. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in 
der folgenden Ubersichtstabelle zusammengestellt : 
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oder Gehalt an Phosphorsdure- Gehalt an  Phosphorsaure- 
wasserlésl. aufnahme nach wasserlésl.  aufnahme nach 
bh I4tag Herkunft Kieselsaure Neubauer Herkunft Kieselsaure Neubauer 
bew ies Bodens mg in | kg mg in 100g des Bodens mg in 1 kg mg in 100g 
ruchter lutttrockenen —_lutttrockenen lufttrockenen  lufttrockenen 
I ausge Boden Boden Boden Boden 
ten i 
99 7deraz. 31.78 +. 9.60 Unhost. 16,06 + 2,17 
6.75 Suchomasty 31,19 + 9,14 Podébrady 15,65 + 2,11 
§.24 Roudnice. 32,29 + 8,05 Zvolen . 18,39 + 2.04 
3 18 S13 panov 26.42 1 7.89 Roudnice . 14.40 + 1,86 
9 45 Podeébrady . 97.40 +. 7.58 Karlovy. 14,76 1,69 
1,04 Cerhenice 24,26 7,28 Opava . 18,13 T 1,51 
5. HofFice 22 70 + 661 Zvolenéves . 10,90 + 147 
Fe my Sabinov 62 0,89 
2 Cakovice . 23,71 ns 11,6 + 0,89 
3,50 Sveti 26,49 5,87 | Caslay . 10,21 + 0,85 
4.25 > Vieino . 20.71 4+ 4.70 Klatovy 9,90 + 0,60 
Veseli 21,05 4.59 Repisté 11,70 + 0,43 
1 das Rosice . 19.88 + 4,42 Zderaz. 19,70 - 0,40 
ieder- Chrudim . 21,57 + 4,34 Viadimiroy . 8.98 0,13 
ed Liblice . 17,20 + 4,25 Mésice . 8.62 0,50 
cle ee oon pas . . papa 
- Libéjovice 13,85 + 4,15 Smirice S51 0.97 
valige Ydar 15.15 L411 Bystfice . 8,60 0,92 
. und Rilovice 16.95 L 367 Valecov 7,02 1,47 
sugen (Casley . 19.36 + 3.48 Cerniloy 8,39 1,80 
j Hotice . 17,99 +339 |[Plen . (37 1,95 
— Chrudim . 18.61 + 3,26 Vel. Bakta 6,34 : 2,97 
Vanns P¥itotno . 14.17 + 3.08 Barca 7,58 3,06 
islich Prestaviky 18,20 2.87 
sure 
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Abb. 1. 
Menge assimilierter Phosphorsdure nach Neubauer und Gehalt an léslicher Kieselsaure in Boden. 
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Kieselsiuregehalt des wasserigen Bodenaurzuges aufwiesen und um. 
gekehrt, daB die kieselsiurearmen Béden die geringste bzw. negative 
Phosphorséureaufnahme zeigten. Der natiirliche Kieselsduregehalt «,s 
Bodens bewirkt danach eine betrdchiliche Steigerung der Resorption von 
Bodenphosphorsdure, dhnlich wie dies durch kiinstliche Zugabe von léslich« » 
Silikaten bzw. kolloidaler Kieselséure von Lemmermann und andere» 
nachgewiesen wurde. 

Die léslichen Kieselsiureverbindungen der natiirlichen Béden ver- 
dienen daher nahere Betrachtung bei der Lésung der Phosphorsiwre- 
bediu ftigkeitsfragen. Soweit die Béden mit Phosphorséureverbindungen 
geniigend versorgt sind, kann die Bestimmung der wasserldéslichen 
Kieselsiwre gewisse Hinweise auf die Resorptionsfahigkeit der Phosphor- 
siure fiir die Pflanzen liefern. Dies wurde auch durch vergleichende 
Kieselsiwrebestimmungen in Béden mit Felddiingungsversuchen be. 
statigt, welche zeigten, daB eine ertragsteigernde Wirkung von Phosphor 
sdurediingung zu Zuckerriibe besonders in den Fallen gesichert wurde, 
wo der nach dem oben beschriebenen kolorimetrischen Verfahren fest- 
gestellte Kieselsdiuregehalt des Bodens weniger als 20mg SiO, in 1 kg 
betrug. Uber diese Untersuchungen wird eingehend an anderer Stelle 
berichtet werden. 

Der wisserige Bodenextrakt enthalt auBer ionisierter Kieselsiure 
wahrscheinlich noch andere komplexe Kieselsiureverbindungen, wie 
Humuskieselsiure und andere. Inwieweit diese Verbindungen an der 
Steigerung der Phosphorsaureresorption teilnehmen, mu dahin- 
gestellt tbleiben, da wir itiber das Vorkommen und Zusammensetzung 
und besonders tiber die Wirkung dieser Kieselsiurekomplexe in Béden 
sehr wenig unterrichtet sind. 


Literatur. 

1) Wolff und Kreutzhage, Landw. Versuchsstat. 30, 161, 1884. 
2) A. D. Hall und G. T. Morison, Proc. of Roy. Soc. London 77, 455, 1906. 
3) D.S. Jennings, Soil Science 7, 201, 1919. — 4) O. Lemmermann und 
H. Wiesmann, Zeitschr. f. Pflanzenernahr. u. Diing., Abt. A, 1, 185, 1922. 
— 5) Dieselben, ebendaselbst, Abt. A, 4, 265, 1925. — 6) H. Wiesmann, 
ebendaselbst, Abt. A, 4, 73, 1925. — 7) W. W. Butkewitsch, Journ. f. Landw. 
Wissensch. (russisch) 2, 327, 1925. — 8) H. Neubauer und Schneider, Zeitschr. 
f. Pflanzenernéhrung u. Diingung, Abt. A, 2, 1, 1923. — 9) Bell und Doisy, 
Journ. of Biolog. Chem. 44, 55, 1920. — 10) W. R. G. Atkins, Journ. of 
Agric. Science 14, 192, 1924. — 11) C. H. Fiske und Y. Subbarow, Journ. 
of Biol. Chem. 66, 375, 1925. — 12) Emmerling und Loges, Agrikulturchem 
Untersuchungen, Festschrift der Versuchsstation Kiel, 1895, S. 283. 
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Darstellung von lsopropyljodid, 


Von 
A. Réesei (Briinn). 


(Eingegangen am 28. August 1927.) 


Es ist interessant, daB das Studium der Zinkalkyle eine ahnliche, 
aber viel langere Entwicklung aufweist, als das der Magnesiumalkyle. 

Fleck machte zum erstenmal den Versuch, die Magnesiumalkyle, 
MgR,, fiir synthetische Zwecke zu verwenden, jedoch ohne Erfolg. Erst 
die Anwendung der Magnesium-alkyl-halogenide durch Barbier? und 
Grignard® fiihrten zu den bekannten, gliinzenden, synthetischen Erfolgen. Die 
von Frankland im Jahre 1849 entdeckten und viel verwendeten, sehr 
wichtigen Zinkalkyle kamen hauptsichlich wegen ihrer Leichtentziindlich- 
keit an der Luft, so gut wie ganz auBer Gebrauch. Erst in den letzten Jahren 
kam Blaise* auf den Gedanken, statt der Zinkalkyle die Zink-halogen- 
alkyle, RZnX, zu benutzen. Mit Hilfe der leicht zu handhabenden Alkyl- 
zinkjodide sind die sonst schwer zugénglichen, homologen Ketone nach 
der Gleichung 

R.CO.Cl+ R,.Zn.J = R.CO.R, + ZnJC 


leicht darstellbar. 


Infolgedessen kommt den Alkyl-jodiden eine weitere, wichtige Ver- 
wendungsmodglichkeit zu. 

Fir die Darstellung von Jsopropyljodid aus Glycerin ist in der 
Literatur die einzige, alte und nicht ganz richtige Vorschrift von Mar- 
kownikoff> angegeben. 


Die Reaktion verliuft — wie bekannt — folgendermaBen: 
CH,OH CH,J CH, CH, 
, 
cHow °°", cng oo ——~» ores, 
—H,0 j —Jz 
CH,OH CH,J CH,J CH, 


1 Ann. d. Chem. 276, 134, 1893. 

2 C.r. 128, 110, 1899. 

3 Ebendaselbst 182, 588, 1901. 

* Bull. Soc. chim. France (4) 9, I bis XXVI, 1911. 
5 Ann. d. Chem. 188, 364, 1866. 
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58 A. Réesei: Darstellung von Isopropyljodid. 


wobei das Allyljodid ein Zwischenprodukt bildet. AuBerdem entste}) 
aus Allyljodid und Jodwasserstoff Propylen. 

Statt des von Markownikoff angegebenen Mengenverhialtniss:s 
(40 g Glycerin, 60 g Jod und 5,5 g weiBer Phosphor) wahlt man wir:- 
schaftlicher folgendes: 60 g Glycerin, 50 g Jod und 5 g roter Phosphor 
An Stelle des von Markownikoff vorgeschriebenen weiBen Phosphors 
wird zweckmaBiger der rote Phosphor verwendet. 60 g Glycerin verdiinnt 
man mit 60 ccm Wasser, gieBt in einen Fraktionierkolben, der mit 
einem Kiihler und Tropftrichter versehen ist, setzt 5 g roten Phosphor 
und allmahlich unter guter Abkihlung 10g feinpulverisiertes Jod 
zu. Es wird dann am Olbade erwirmt, wobei das Isopropyljodid zu 
destillieren beginnt. Die itibrigen 40 g Jod gibt man, in Isopropyljodid 
gelést, tropfenweise dazu. Man verwendet stets das iiberdestillierende 
Produkt. Nachdem das ganze Jod zugesetzt wurde, destilliert man ab 
gieBt das Destillat in den Kolben zuriick und destilliert nochmals. Das 
zweite Destillat ist im Gegensatz zu Markownikoffs Angabe nicht farblos, 
sondern braun, und 1aBt sich auch durch éfters widerholte Destillation 
nicht farblos gewinnen. Es kann aber durch Natronlauge entfarbt werden 
indem man eine verdiinnte Lésung derselben tropfenweise, unter Um- 
schiitteln, zusetzt. Mit Natriumthiosulfat laBt es sich nicht entfarben 
Das braune Produkt wird daher wahrscheinlich kein elementar aus. 
geschiedenes Jod, sondern eine Jodverbindung sein. Man wascht zweima! 
mit Wasser, trocknet tiber Chlorcalcium und destilliert, Kp. 88 bis 89° 
Das Destillat soll, um das darin enthaltene Allyljodid in lsopropyljodid 
zu tiberfiihren, 12 Stunden in Jodwasserstoffatmosphire stehen. Das 
reine Isopropyljodid riecht nicht lauchartig, sondern angenehm iitherisch. 
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Zur Frage der Art der Stickstoffretention bei Fiitterung 
von Ammoniaksalzen'. 


Ve m 
E. Schliephake. 


(Aus der Medizinischen Poliklinik zu Rostock.) 


(Eingegangen am 24. August 1927.) 


Die Frage, ob und wieweit der tierische Organismus befahigt ist, 
einfachste, vor allen Dingen anorganische Ammoniakverbindungen 
zum Aufbau von EiweiB zu verwerten, spielt schon seit Jahrzehnten 
in der landwirtschaftlichen Literatur eine groBe Rolle. So ist insbesondere 
die Frage von Stickstoffretentionen bei Fiitterung von Ammoniak- 
salzen Gegenstand zahlreicher Untersuchungen geworden. 


Durch Fiitterungsvessuche von Kellner®, Voéltz* und Pescheck* ist es 
sichergestellt, daB hierbei erhebliche Stickstoffersparnjs eintritt. Hammel 
konnten auf diese Weise geradezu gemistet werden, jedoch gelang dies 
nur bei sehr hohem Kohlehydratgehalt der Nahrung, wahrend mit Rauh- 
fiitterung allein diese Erscheinung nicht zu erzielen war. Auch Harnstoff 
wirkte, wie Untersuchungen aus jiingerer Zeit von Honcamp und Schneller® 
zeigten, eiweiBsparend. Es konnte dabei wahrscheinlich gemacht werden, 
daB ein Teil des MilcheiweiBes unter Zuhilfenahme des Stickstoffs von 
eingefiihrtem Harnstoff gebildet wurde, denn bei Kiihen, die solche Harn- 
stoffzulagen erhielten, wurde in der Milch mehr Eiwei®stickstoff aus- 
geschieden als aus dem Grundfutter fiir die Milchbildung und Lebens- 
erhaltung zusammen zur Verfiigung stand. Bei den Wiederkéuern liegen 
nun insofern besondere Verhaltnisse vor, als die Nahrung im Pansen be- 
sonders starker Bakterieneinwirkung unterliegt, so dab eine Ubertragung 
der Befunde bei den landwirtschaftlichen Nutztieren auf Fleischfresser 
nicht ohne weiteres méglich war. Immerhin sprechen Versuche von Knoop*® 


1 Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden von mir 
im Jahre 1924 auf der ersten Tagung der nordwestdeutschen Gesellschaft 
fiir innere Medizin in Rostock vorgetragen. 

2 Kellner, Landw. Vers. 72, 439, 1900. 

8 Voltz, Pfliig. Arch. 112, 425, 1906; 121, 126, 1908. 

4 Pescheck, ebendaselbst 142, 143, 1911 (Literatur). 

5 Honcamp und Schneller, diese Zeitschr. 188, 463, 1923. 

®° Knoop, Zeitschr. f. phys. Uhem. 67, 489, 1910. 
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und Embden' dafiir, daB gewisse Aminosiuren auch im Kérper des Fleisc} 
fressers aus einfachen Verbindungen synthetisiert werden kénnen. Gra/ 
Abderhalden*® und ihre Mitarbeiter konnten tatsachlich auch bei Hundey 
und Schweinen erhebliche Stickstoffretentionen bei Fiitterung \ 
Ammoniaksalzen feststellen, vor allen Dingen dann, wenn im Uberflug 
Kohlehydrate gegeben wurden. Auf diese Weise konnte sogar Gewicht; 
ansatz erzielt werden. Taylor und Ringer*, sowie Underhill und Goldschmid; 
bestatigten diese Untersuchungen und zeigten, daB auch im Hungerzustan«(; 
mit Ammoniaksalzen Stickstoffretentionen erzielt werden kénnen. W) 
Grafe* nachwies, ist prinzipiell dasselbe sowohl fiir Ammoniaksalze wi: 
fiir Harnstoff auch bei Menschen der Fall. In neuester Zeit haben dann 
Perroine, Fleuret und Stricker? in vollem MaBe die Ergebnisse bestatigt, 
so daB an der Tatsache einer erheblichen Stickstoffretention bei Fiitterung 
von Ammoniaksalzen auch bei Fleischfressern nicht mehr gezweifelt werden 
kann. Die entscheidende Frage ist nur, wie diese Stickstoffretentionen zu 
deuten sind bzw. in welcher Form der Stickstoff zuriickgehalten wird. Es 
ergaben sich dafiir im wesentlichen folgende Méglichkeiten : Der Stickstoff des 
gefiitterten Ammoniaks wird zur Synthese von EiweiB- oder eiweiBartigen Ver- 
bindungen benutzt, analog wie es Knoop* und Embden® schon fiir einzeln 
Aminoséuren nachgewiesen hatten. Zweitens kénnte eine Ersparnis von 
KérpereiweiB8 dadurch stattfinden, daB dieses infolge der reichlichen 
Ammoniakzufuhr vor Zerfall bewahrt wird. Dieser Vorgang kénnte nach 
Terroine und seinen Mitarbeitern’? auch in der Weise vor sich gehen, dal} das 
EiweiB8 zum Teil als Ammoniakbildner zur Abstumpfung einer intermediaren 
Acidose in Betracht kommt und in dieser Eigenschaft durch von auBen zu- 
gefiihrte Ammoniaksalze bzw. Harnstoff teilweise oder ganz ersetzt werden 
kénnte. Die Frage, ob die Stickstoffretentionen gleichzeitig mit einer Ersparnis 
von Eiwei®B einhergehen, suchte Gessler (unter Grafe*) durch Verfolgung det 
S-Bilanz bei hungernden Tieren zg entscheiden. Eine EiweiBersparnis miibte 
sich dabei auch in éiner verminderten S-Ausfuhr auBern. Letzteres war nicht 
der Fall. Die Versuche sind aber insofern nicht ganz eindeutig, als die 
Tiere kohlehydratarm ernéhrt wurden und die Kohlehydrate selbst schon, 
wie Rosenberg" zeigte, eine Schwefelersparnis bewirkten. Immerhin sprechen 
die Untersuchungen von Gessler dafiir, daB die Cystingruppe aus dem 
EiweiB eingeschmolzen wird. Auf der anderen Seite ist zu bedenken, dal 
gerade im Hunger die Neigung zur Acidose besonders stark ist. Als dritte 
Moéglichkeit kommt in Betracht, daB beim Fleischfresser die Verhaltnisse 
ahnlich lagen wie beim Pflanzenfresser, und .daB auch hier die Darmbakterien 
insofern eine groBe Rolle spielen, als sie das zugefiihrte Ammoniak oder 


1 Embden, diese Zeitschr. 29, 423, 1910. 

2 E. Grafe und Mitarbeiter, Zeitschr. f. phys. Chem. 77 bis 90. 

3 Abderhalden und Mitarbeiter, ebendaselbst 77 bis 84. 

* Taylor und Ringer, Journ. of biol. Chem. 14, 407, 1913. 

5 Underhill und Goldschmidt, ebendaselbst 15, 341, 1913. 

® E. Grafe, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 117, 448, 1915. 

? E.F. Terroine, P. Fleuret und Th. Stricker, Arch. internat. de phys. 22, 
43, 1923; E.F. Terroine und Mahler-Mendler, ebenda 28, f. 2, S. 101, 1927. 

§ Knoop, 1. c. 

* Embden, 1. ¢. 

10 Gessler, Zeitschr. f. phys. Chem. 109, 280, 1920. 

1 Rosenberg, Inaug.-Diss. Heidelberg 1915. 
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den Harnstoff selbst zum Aufbau ihres EiweiBes benutzten und ihre zer- 
fallenden Leiber dann direkt die Quelle des vermehrten EiweiBes wiirden: 
a priori ein sehr unwahrscheinlicher Vorgang, wenn man bedenkt, dai 
gerade bei Fiitterung mit Ammoniaksalzen und Kohlehydraten die bakterielle 
Tatigkeit im Darme nicht sehr groB ist. 

Eine vierte Méglichkeit ware die, daB die Ammoniaksalze als solche 
oder in niederer Bindung, eventuell als Aminoséuren im Kérper liegen 
blieben. Falls soleche Verbindungen tatsichlich retiniert werden, miiBten 
sie im Kérper nachweisbar sein, zumal es sich ja um recht groBbe Mengen 
bei langerer Versuchsdauer handeln miiBte. Ein Abgang des Ammoniums 
in Gasform ist natiirlich ausgeschlossen, da das Ammoniak leicht léslich 
ist und immer Verbindungen eingeht, vor allen Dingen aber der Stuhl bei 
Kohlehydratkost gew6hnlich sauer reagiert, so daB schon dadurch eine 
chemische Bindung des Ammoniums eintreten miiBte. 

Die Aufgabe meiner Untersuchungen war vor allen Dingen, der 
vierten Méglichkeit naherzutreten und sie auf ihre Richtigkeit zu 
prifen. Das nachstliegende Organ, das von den vom Darm aufgesogenen 
Salzen auf jeden Fall durchstrémt werden muB, ist die Leber. Es 
wurde zunachst untersucht, ob sich in den Lebern von stickstoffarm 
genahrten Tieren und solchen, die mit der gleichen Nahrung Ammoniak- 
salze erhielten, Unterschiede im Gesamtstickstoff, im Reststickstoff, 
im Aminostickstoff und Ammoniakstickstoff fanden. Zu den Versuchen 
wurden Meerschweinchen gewahlt, bei denen sich, wie aus Tabelle | 
hervorgeht, groBe N-Rententionen bei Ammoniakfiitterung erzielen 
lassen. Ein Nachteil ist, daB einmal die Tiere,-wenn sie in engen Stoff- 
wechselkafigen gehalten werden, an Gewicht verlieren und zweitens 
kein Wasser saufen, da sie ihren Wasserbestand nur durch Fressen 


Tabelle 1. 











Vorperiode. 
Dat N-Zutuh HarnsN 
1922, Gewicht 3 na Harnmenge nach Kjeldahl 
6. VI. 562 32 0.28 
ae 5 8 550 46 0.36 
8. VI. 38 “ 34 0,31 
9. VI. 30 0,182 20 0.174 
10. VI. 25 30 g Kartoffel 46 0,328 
11. VI. 35 + 20 g Koblriibe 48 0,493 
12. VI. 25 + 5g Gras 34 0,160 
13. VI. 12 — 28 0,312 
14. VI. C5 82 0,432 
15. VI. 497 25 0,393 
Bilanz der Vorperiode: Einfuhr 1,82g,  Ausfuhr: 3,.218¢ N im Harn 


- 015 ¢ Kot-N 
3,368 g Gesamtausfubr 
1,82 g Gesamt-N-Kinfubr 


1,55 g N-Verlust in der 
Vorperiode 
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Tabelle I (Fortsetzung). 


Hauptperiode. 





Gesamt- C 

Datum Gewicht N-Zutuhr anorganineh 

1922 g NH,Cl 

I. Teil. 
a: Vi. 507 0,312 0,122 
i. Vi 05 0,312 0,122 
8. VIL. 490 —" 8 | 0,122 
19. VI. 92 | Brot 10 0,122 
20. VI. 95 0,312 0,122 
6G. 95 0,312 0,122 
ae. VE 95 0,312 0,122 
23. VI. 500 0,312 0,122 
-: T 500 0,312 0,122 
25. VI. 487 0,312 0,122 
26. VI. 70 0,312 0,122 
27. VI. &2 0,312 0,122 
28. VI. 9) 0,312 0,122 
29. VI. 90 0,312 0,122 
30. VI. 92 0,312 0,122 
h. Vil. 93 Bas 0,122 
2 V I I. 85 5 BOA 0, l 22 
3. VII. 70 | Semel 5 | 0,122 
4. VI. AO (ras 20 2) 
Brot 10 | 
Teil. 

5. VIL. 59 286 0,122 
se nite Brot 20 ¢ x 
6. VII. 77 Gras 25 0,122 
7. VIL. 87 0,363 0,122 
8 VIL. G0 0.122 
9, VIL. 502 0,122 
10. VIL. 505 0,363 0,122 
11. VIL. 514 0,363 0,122 
12. VII. 520 0,363 0,122 
13. VII. 525 0,363 0,122 
14. VII. 515 0,363 0,122 
15. VIL. 523 0,363 0,122 
16. VIL. 520 0,363 0,122 
17. VII. 520 0,363 0,122 
18. VII. 526 0,363 0,122 
19. VII. 530 0,363 0,122 
20. VIL. 520 0,363 0,122 
21. VIL. 515 0.363 0,122 
22. VII. 515 0.363 0,122 


Harn- 
menge 


26 
30 


19 
20 
27 
19 
19 
19 
15 
iS 


Bilanz der Hauptperiode: 13,06, davon anorgan. 4,5, Harn-N 


N-Zufuhr = li 
N-Abgabe 1 


N-Ansatz + 


Kot-N 
N-Abgabe 


Harn-N 


nach Ajeldahl 


0,238 
0,225 
0,293 
0,350 
0,225 
0,294 
0,229 
0,205 
0,224 
0,220 
0,213 
0,200 
0,175 
0.278 
0,347 
0,261 
0,290 
0,227 
0.146 


0,379 
0,208 
0,182 
0,457 
0,304 
0,252 
0,256 
0.340 
0.262 
0,176 
0.179 
0,321 
0,255 
9.07 
1.50 


10,57 
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sserreicher Pflanzen zu erganzen pflegen. Es muBte demnach eine 
rnahrungsweise gefunden werden, bei der geniigend Wasser und 
Kohlehydrate bei méglichst geringem organischen Stickstoffgehalt 
zugefihrt werden, um gute Vergleichswerte zu erhalten. Am besten 
bewahrte sich eine Ernahrung mit Kohlriiben und daneben Kartoffeln, 
die zur Erzielung eines héheren Kalorienwertes mit Fett oder Zucker 
vermischt wurden. Bei langerer Einférmigkeit der Nahrung lieB die 
FreBlust oft nach; die Nahrungsmittel muBten dann etwas variiert 
werden. Der Stickstoff wurde in Form von Ammoniumcitrat oder 
Ammoniumchlorid in 20°,iger Lésung mit etwas HCl zugesetzt. Am 
Schlusse des Versuches wurde stets festgestellt, ob der Stickstoffgehalt 
des Nahrungsgemisches derselbe geblieben war. Die abgewogene Menge 
Kartoffeln wurde in der entsprechenden Lésung bzw. etwas Wasser 
gekocht und dann zerstampft, wobei die Fliissigkeitsmenge so gewahlt 
wurde, daB sie ganz in dem Kartoffelbrei aufgesogen wurde. Der Brei 
wurde den Tieren in einem blechernen FreBnapf gegeben, der so von 
auBen am Kafig befestigt war, daB das Tier zwar fressen, aber nicht in 
den Napf treten konnte. Bei den Tieren | und 3 war statt der Kartoffeln 
Brot gegeben worden, in das die Ammoniaksalze eingebacken waren. 
Selbstverstandlich wurde in jedem Falle die tatsachlich dem Organismus 
eingefiihrte Menge in der Nahrung direkt bestimmt. Da, wo ein Vorrat 
des Gemisches hergestellt wurde, tiberzeugte ich mich stets von der 
Konstanz des Stickstoffgehaltes. Lie Tiere selbst wurden in runden 
Kafigen gehalten, ein )rahtnetz lie8 den Harn nach unten abflieBen, 
wo er in 30% iger Salzsaure aufgefangen wurde, wahrend der Kot auf 
dem Netz liegen blieb und jeden Tag gesammelt und unter Zusatz von 
konzentrierter Schwefelsiure getrocknet wurde. Um _ N-Verluste 
moglichst zu vermeiden, wurde der Kafig taglich mit verdiinnter Siure 
gespilt. Die N-Bestimmung im Harn und Kot geschah nach der Methode 
von Kjeldahl. Zuniachst wurden einige Versuche mit fortlaufenden 
taglichen Harn- und N-Bilanzuntersuchungen gemacht, um zu sehen, 
ob und in welchem Umfang bei Meerschweinchen, bei denen bisher 
derartige Versuche noch nicht angestellt waren, positive N-Bilanzen 
mit Ammoniaksalzen zu erzielen waren. Tabelle | bringt einen der- 
artigen Versuch mit taglicher Bilanz. Es errechnete sich in diesem 
Falle eine Stickstoffretention in der 37 tagigen Hauptperiode von +- 2,5 g. 
Der Kot ist in diesem Falle nicht taglich, sondern nur periodenweise 
analysiert worden, wobei streng darauf geachtet wurde, daB die taglichen 
Kotmengen jedesmal angesiuert aufgehoben wurden, bis die Gesamt- 
menge zum Eindampfen kam. Beim Trocknen des Kotes gehen immer 
gewisse kleine Stickstoffmengen verloren; nach Honcamp (l.c.), der 
dariiber besondere Untersuchungen anstellte, betragen diese Verluste 
aber im allgemeinen héchstens 1%. In den folgenden Versuchsreihen 
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N-Bilanz: Vorperiode. 
Nr, Dauer Gewicht . N- N-Austubr Bilanz Dauer Gewicht 
on Zufubr - 3 
Tage g Harn Kot Sa. lage g 
1 10 650—565 1.5 1.7 0.15 1.85 0.35 25 565 
2 y 306—263 1,7 1,2 O04 1.6 0,1 20 263—22 
3 6 363—312 1,5 1.5 03 1.8 03 20 312—254 
4 3 345—332 0.6 O05 0.1 0.6 0 11 332 
5 3 480—407 0.6 0.7 O41 08 0.2 11 407 
6 4 595—475 07 09 O1 1,0 0,3 il 475 
7 5 455—405 0,9 1,1 0,2 1.3 04 12 405 ) 
8 5 331—304 0.9 13 0,2 1,5 06 12 304— 2 
7) 6 49S8— 442 1,1 1.6 01 1.7 0.6 9 442-4 
10 6 530—440 11 1.6 0.1 1,7 0.6 9  440—405 
Kontrolltiere I (gleiche Ernihrung ohne N Hs-Zulagen) 
11 35 535—408 | 5.3 5.9 2,2 8,1 2.8 
12 8 420—320 2.0 3.3 0.6 39 —19 
13 
17 ’ 
18 Kontrolltiere IT, mit gewéhnlichem Stallfutter ernahrt 
19 
20 





wurde von den taglichen N-Bestimmungen im Harn abgesehen und der 
Harn wie der Kot hinsichtlich des Gesamt-N-Gehaltes in Perioden 
bestimmt. Die Einzelversuche zerfielen, wie aus Tabelle I hervorgeht 
in eine kurze Vorperiode, in der kohlehydratreiches Futter mit einen 
N-Gehalt, der unter der Abnutzungsquote lag, gegeben wurde. In der 
Hauptperiode wurden dann bei den einen Tieren Ammoniaksalzzulagen 
in der genannten Art vorgenommen, wiahrend die Kontrolltiere wir 
in der Vorperiode weiter gefiittert wurden. Im ganzen wurden an 
10 ‘lieren Versuche in der geschilderten Art mit Ammoniakzulagen 
vorgenommen, zwei Tiere ohne Ammoniakzulagen ernahrt, vier weiter 
mit Stallfutter. Die Tiere wurden dann am SchluB der Versuchszeit 
getétet und entblutet, der Darminhalt ausgespiilt und nach Ansauern 
dem iibrigen Kot beigemischt. Die Leber wurde nach Entbluten sofort 
herausgenommen und frisch gewogen. Ein kleiner Teil wurde gleich 
zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl verascht, der gréBere Tei 
zerkleinert, in leicht mit Essigsiure angesiuertem Wasser gekocht 
filtriert, das Filtrat mit Uranacetatlésung versetzt und auf 200 ccm 
aufgefiillt. Nach vollstindiger Fallung wurde dann der Niederschlag 
abfiltriert und fiir die weiteren Bestimmungen benutzt. Zur Be- 
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N-Fraktionen in der Lel 
N-Ausfuhr we Cresamt- In von Gesamt:N 
: Bilanz gewicht Rest-N “Amino» Ammo: 
Harn Kot Sa N niak«N 
6S l 5 8.3 i] l i) oD 4.5 5 O05 
3.8 25 63 7 70 1D 13 ) (04 
4.3 39 S82 0,94 O 4 1 05 0.05 
1.6 9 2.5 44 104 32 $4 ho (0) 
7 oO. A O39 Oo a) ».2 ee O05 
.f » =.b , we z 
ae | OS 24 (bg 4 ,y ».1 Les any 
2 4 07 1 0.66 10.2 el) mI) eed iis 
27 Ob 3 O46 1. iS iS 2 492 
1.4 Oy 1.4 ou 10] a) > heed (in 
1.S Og Sey i] 1.9 1 ie, Oo O08 
ischnittswerte Hany versuche , a4 {8} O38 Oo 
1.0 3 5.6 Os OD 
105 3.6 5.4 . amie 
urehsehnittswerte Kontrolltiere I 45 V7) 2 O85 
41 4.0) $55 (2 2 
7.6 $.1 1 0,2 0,02 
1 4.0) ea) 2 (002 
G4) 3.2 7.0) 0.1 On 
Lo 1.6 a 1 Or 
Durehsehnittswerte Kontrolltiere I 3.79 5.26 O16 ay 
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stimmung des Reststickstoffs wurden 20 cem des Filtrats mit 3 cem 
Schwefelsiure versetzt und dann Ammoniak nach der von Abderhalden 
angegebenen Mikro-Kjeldahl-Methode in n/100 Schwefelsiure  iiber 
getrieben und dann darin titrimetrisch bestimmt. Fiir die Ammoniak 
bestimmungen wurden 50 ccm des Filtrats genommen, in dem das 
nach Folin ausgetriebene Ammoniak gegen n/100 HCl titriert wurde 
Amino-N wurde mit der Sérensenschen Formoltitration bestimmi, 
wobei allerdings bei den niederen, in Betracht kommenden Mengen 
die Titration mit n/5 Lésungen gewisse Ungenauigkeiten mit sich bracht: 

Die wichtigsten Ergebnisse sind in Tabelle I] niedergelegt Aus 
ihr ist zunichst zu ersehen, daB in allen bis auf einen Fall positive 
Stickstoffbilanzen unter Beriicksichtigung des Ammoniakstickstoffs er 
halten wurden, so daB also auch beim Meerschweinchen die Dinge prin 
zipiell gleich liegen wie bei Hunden und Schweinen. Die in der Vor 
periode negative Stickstoffbilanz wurde also stets in eine positive 
iibergefiihrt. Es geht dies selbstverstandlich nur dann. wenn kleine 
Mengen von EiweifB, die aber unterhalb des Minimums liegen. verfiittert 
werden. Seziiglich des Einflusses der Ammoniakernithrung auf dic 
Zusammensetzung der Stickstofffraktionen der Leber gegeniiber 
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normalem Stallfutter und gleicher Ernihrung ohne Ammoniakzulag 
bringen die letzten fiinf Stabe der Tabelle die entscheidenden Angaly 
Die Werte fiir den Gesamtstickstoff zeigen auBerordentliche geri) 


Schwankungen, 3.45°,, bei eiweiBarmem Futter ohne Ammoniakzulag 


gegeniiber 3,59°,, bei Ammoniakzulagen und 3.79°, bei gewéhnlich: 
Stallfutter. Der Rest-N wird durch die Ammoniakzulagen nicht erhé} 
sondern eher etwas erniedrigt (4.81°,, des Gesamt-N gegeniibes 
4.75 beim Grundfutter ohne Zulage und 5,26°, bei Stallfutter). | 
Unterschiede in der Aminofraktion zwischen den einzelnen Versuc!} 
arten sind gleichfalls, zumal in Anbetracht der wenigen Untersuchung 
beim Grundfutter allein und beim Stallfutter, so gering, daB sie ver 
nachlassigt werden kénnen; das gleiche gilt fiir den Ammoniakstickstoft 

Aus diesen Untersuchungen geht klar hervor, daB das verfiittert: 
im Organismus zum Ansatz gekommene Ammoniak nicht in Form des 
Reststickstoffs oder als Aminosiure oder gar als  unveriandertes 
Ammoniak zuriickgeblieben ist. Demnach liegt die Annahme nal 
daB es eiweibsparend gewirkt hat, ohne aber das KérpereiweiB vollig 
ersetzen zu kénnen. 

Die bisherigen Untersuchungen haben sich lediglich auf die Leber 
erstreckt, die allerdings das fiir den ersten Angriffspunkt des Ammoniaks 
wichtigste Organ ist. Dariiber hinaus besteht natiirlich die Méglich 
keit, daB die Zusammensetzung anderer Organe gegeniiber der Norm 
doch gewisse Veraaderungen erfahren hat. Die nachste Aufgabe war 
es also, Untersuchungen des Gesamttieres vorzunehmen.  Sollte auc! 
dann die Zusammensetzung unabhangig vorr der Ammoniakdarreichung 
die gleiche bleiben, so ware dadurch wohl mit Sicherheit der Beweis 


erbracht, daB das Ammoniak tatsachlich eiweiBsparend gewirkt hat 
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Uber das Vorkommen von Vitamin D im Garungsessig. 


Von 
Alexander Janke und Hans Lacroix. 


\us dem Institut fiir Technische Biochemie und Mikrobiologie an der 
Technischen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 24. August 1927.) 


1. Alleemeines tiber das Mikrobenvitamin D‘. 


Im Jahre 1901 hatte Wildiers unter Jdes Leitung an der Universitat 
Liwen in Belgien eine Arbeit mit dem Ziele ausgefiihrc, den Widerspruch 
in den seinerzeitigen Versuchen Liebigs und Pasteurs betreffend das 
Hefewachstum in mineralischen Nahrlésungen aufzuklaren. Jde und 
Wildiers nahmen die Existenz eines akzessorischen Stoffes an, den sie 
Bios* nannten und der anscheinend mit dem spater durch Funk als 
Vitamin D baw. durch Euler als Wachstumsaktivator ,.D,,“* bezeichneten 
identisch ist. 

Dieser Mikroben-Wuchsstoff ist ungemein weit verbreitet und 
tritt zumeist mit dem wasserléslichen, antineuritischen Vitamin B 
vergesellschaftet auf, von dem er jedoch getrennt werden kann, z. B. 
durch Zusatz des Gemisches zu einer Hefekultur, die aus diesem das 
Vitamin D herausnimmt, so daB das unveranderte Vitamin B zuriick- 
bleibt, das sich durch den Tierversuch nachweisen 1aBt. 

Das Mikroben-Vitamin D soll durch Hefezellen in Nahrlésungen, die 
aus sorgfaltig gereinigten Stoffen bereitet sind, neu gebildet und gespeichert 


1 Betreffend die Literatur tiber Mikrobenvitamine vergleiche man 
M. Knorr, Die Entwicklung des Vitamingedankens in der Bakteriologie, 
I. Ubersicht, Ergebn. d. Hyg., Bakteriol., [mmunitaétsforsch. u. exper. 
Therap. 7, 641 bis 706, 1925. 

2 Eine ausfiihrliche Darstellung der Biosfrage findet sich auBer bei 
Knorr auch bei A. Kossowicz, Einfiihrung in die Mykologie der GenuBmittel 
und in die Gérungsphysiologie, Berlin 1911, sowie bei H. Naumann, 
Zeitschr. f. techn. Biol. 7, 1 bis 67, 1919. 
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werden (Mac Donald', Funk und Friedmann*), ebenso auch durch 
schiedene Bakterienarten (Robertson®). 

Der Nachweis des Mikrobenvitamins D 1laBt sich durch di 
hierzu verwendete Beschleunigung der Hefegarung nicht einde: 
fiihren, da auch andere Substanzen (Garungsaktivatoren usw.) in de 
gleichen Weise wirken. Nur die beobachtete Begiinstigung der Sprof. 
kann als Beweis fiir das Vorhandensein von Mikrobenwuchsstoffey 
gelten, sofern hierbei eine Nahr- oder Reizwirkung der zugesetzt« 
Substanzen ausgeschlossen erscheint. 

Die Feststellung der Gegenwart des Mikrobenvitamins D |ivft 
demnach auf die Bestimmung der Generationsdauer von SproBpilzen 
hinaus, zu deren Berechnung man die Kenntnis der Anzahl von In 
dividuen, die innerhalb einer gewissen Zeit aus einer einzigen Zel|; 
hervorgegangen sind, benétigt. Diese Zahl laBt sich nach zwei ver 
schiedenen Methoden ermitteln. Die eine besteht darin, eine bestimmt: 
Zahl von Hefezellen, zumeist 200 pre Kubikzentimeter, in eine « 
eignete Mineralnahrlésung einzusien und nach Ablauf von 24 bis 
72 Stunden die vorhandenen Individuen mittels einer Zaihlkammer 
auszuzihlen. Die andere Methode bedient sich des Lindnerschen 
Trépfchenverfahrens, das die aus einer einzigen Zelle hervorgegangenen 
Individuen unmittelbar mikroskopisch auszuzihlen gestattet. Dieses 
letztere Verfahren ist insofern empfindlicher, als die einzelne Hefezell: 
in reinen mineralischen Nahrlésungen nur duBerst selten aussproft 
wahrend bei der groBen Aussaat der ersten Methode durch den aus 
tretenden Zellinhalt eventuell anwesender -abgestorbener Zellen ein: 
beachtenswerte SproBtatigkeit einsetzen kann, wodurch der Unterschied 
zwischen Probe und Kontrolle weniger klar in Erscheinung tritt. 

Die Generationsdauer errechnet sich in beiden Fallen nach folgender 


Formel 
tlog2 


log E —loz A’ 


worin A die Zahl der ausgesitten, EF die Zahl der geernteten Zellen uni! 
t die Versuchsdauer bedeuten. 


2. Versuche mit Girungsessig und Essigessenz. 
Im Laufe von Untersuchungen betreffend die analytische Kenn- 
zeichnung des Géarungs-Spritessigs durch die Jodzahl, woriiber a 
anderem Orte berichtet wurde‘, ergab sich die merkwiirdige Tatsech 


' Journ. of biol. chem. 56, 489, 1923. 

* Ebendaselbst 56, 851, 1923. 
Journ. of infect. dis. 34, 395; 35, 311, 1924. 

* A. Janke und F, Popberger, Die deutsche Essigindustrie 31, 25 
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265, 1927. 
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: dai ein Teil der jodbindenden bzw. durch Jod oxydierbaren Sub- 
nzen aus essigsaurer Lisung an Pflanzenkohle adsorbierbar und 


le oft i alkalischer Reaktion durch Lésungsmittel, wie z. B. Amylalkohol, 
leutig ausschiittelbar ist, was die Vermutung nahelegte, daB es sich um 
n der Mikrobenwuchsstoffe von der Art des Vitamins D handle. Zum 
Bung Nechweis der Wirkung der letzteren wurde in nachstehender Weise 
olfen rfahren. 
ame aj Anreicherung der fraglichen Stofle. 
laut Als Ausgangsmaterial dienten drei verschiedene Proben von reinem 
ilsen Garungsessig (1, I1, I11) sowie eine Probe von Essigessenz. 
1 In Je 3 Liter der Géarungsessigproben wurden auf etwa 15 ccm, 
Zell also auf '/,5, des Ausgangsvolumens eingedampft, und zwar zwecks 
ver Vermeidung héherer Temperaturen und méglichster Entfernung der 
amte Essigsiure durch Wasserdampfdestillation im Vakuum. Wir erhielten 
ot so aus den drei Girungsessigen die stark getriibten Konzentrate 6’, 
| bis G" und G"™. 
mer Nachdem es sich gezeigt hatte, daB die in den so gewonnenen 
chen Konzentraten suspendierten Teilchen auf die Hefesprossung anscheinend 
enen ungiinstig einwirken, wurden diese Triibungsstoffe durch Zentrifugieren 
ieses entfernt; so lie8 sich aus G'" das klare Konzentrat Gy’ erhalten. 
Ze lle Um festzustellen, ob die fraglichen Stoffe adsorbierbar seien, 
oBt wurden die Essige I und II] durch 21, Stunden mit Fullererde aus- 
alls veschiittelt, die letztere durch Zentrifugieren von der Fliissigkeit ab- 
ein getrennt und hernach mit 10 ccm 1 °,igen Ammoniaks eluiert, nachdem 
hied sich das sonst iibliche Barytwasser hierzu als nicht geeignet erwiesen 
hatte. Die so gewonnenen Eluate F' und F"' dienten dann zum An- 
der stellen der Versuche. Dem <Ausschiitteln mit Fullererde wurde auch 


das Konzentrat G'' (10 cem) unterworfen, aus dem sich durch Elution 


des erhaltenen Zentrifugats mit 10cem 1°,igen Ammoniaks das 

Eluat Fi’ gewinnen lieB. 
und Um die Widerstandsfahigkeit der fraglichen Substanzen Temperat ur- 
einfliissen gegeniiber zu ermitteln, wurde das zentrifugierte Konzentrat 
des Essigs III durch 2 Stunden hindurch im Autoklaven bei 2 Atmo- 
spharen erhitzt: die so behandelte Probe sei als ry st. ( sterilisiert ) 
bezeichnet. 
Da immerhin die Méglichkeit bestand, daB die im Garungsessig 
hi enthaltenen, aus den Nahrsalzen der Essigmaischen stammenden 
Mineralstoffe cinen giinstigen EinfluB auf die SproBtatigkeit der Hefe 
ausiiben und so eine Vitaminwirkung vortauschen, dampften wir 10 ccm 
zentrifugiertes Konzentrat des Essigs II1 bis zur Trockne ein, ver- 
57 aschten den Riickstand, laugten die Asche (0.0665 g) mit Wasser aus 


° ° . 1 . 
und brachten mit diesem wieder auf 10cem (A¥). Auch das Eluat, 
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das wir aus dem Fullererdeadsorbat von G" erhalten hatten, wi: 
in der gleichen Weise behandelt und die Asche (0.004 g) wieder in 10. 
Wasser gelést (A}). 

Auch das Konzentrat G7' selbst wurde daraufhin gepriift, ob ¢. 
nicht allein, also ohne Mineralstoffzusatz, eine Hefevermehrung or 
méglicht, und zwar kam es in | °,iger wasseriger Lésung zur Anwend 
(Versuch 9, s. S. 72). 

Fiir Vergleichszwecke konzentrierten wir auch 80°,ige Essigsavur 
in der gleichen Weise wie die Garungsessige durch Vakuum-Wasse1 
dampfdestillation, und zwar 250g Essigessenz, entsprechend 2 Liter 
10°% igen Essenzessigs auf 10 ccm, also wieder auf das 200fache; das 
erhaltene Konzentrat sei mit EF bezeichnet. 


b) Versuchshefe und Mineralnahrlésung. 


Um die Zahlarbeit zu erleichtern bzw. die Aussaat eincr bestimmien 
Zellenzahl itiberhaupt zu erméglichen, ist es nétig, eine Heferasse mit 
lockeren, leicht zerfallenden SproBverbanden zu verwenden; als solchy 
hat sich die Bierhefe Pankow der Institutssammlung erwiesen. 

Als Mineralnaihrlésung kam jene von Hdgglund' zur Anwendung 
jedoch in der Abaénderung nach Lacroix, die in einer Verminderung des 
Gehalts an Ammoniumtartrat von 5 auf 2 g im Liter besteht. Zu der Nal 
lésung, die also folgende Zusammensetzung aufwies 


‘ NN. ac GH a) Sa ew a e's 50g 
Ammoniumttertrat . . ... «ess 2¢g 
04 bee! Be et ee 5g 
6 ee ee ce, 22g 
eee so <  e k  oe ee lg 
Se Se aoe & ea ae Ue so we oe 


kam noch ein Zusatz eines Gemisches primérer und sekundérer Phosphat: 
entsprechend dem py 5,3, um die Pufferwirkung zu erhéhen. 

Die gleiche Nahrlésung wurde auch fiir die Heranzucht der Versuchs 
hefe benutzt, jedoch nach Zusatz von einigen Tropfen zwélfgradiger Malz 
wiirze, um eine gréBere SproBfreudigkeit zu erzielen. 

Die erhaltene Ernte wurde durch Zentrifugieren abgeschieden und 
nach erfolgtem Waschen in die Mineralnahrlésung eingebracht. 

Nimmt man die Vorkultur in reiner Minerallésung vor, dann geht 
das Wachstum natiirlich wesentlich langsamer vor sich; die so ent 
standenen ,,Hungerzellen‘’ werden in vitaminfreier Nahrlésung woh! 
weniger leicht aussprossen als die unter Wiirzezusatz herangezogencn 
und so einen schirferen Vitaminnachweis erhoffen lassen. Dies trifft 
jedoch insofern nicht zu, als die schlecht ernihrten Zellen leicht ab 


1 Hefe und Gaéarung in ihrer Abhangigkeit von Wasserstoff- und 
Hydroxylionen. Bd. 21 von Sammlung chem. und chem.-techn. Vortrag 
herausg. v. Herz, Stuttgart 1914. 
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— orben und dann einerseits ihre Leichen auch in der mit Wuchsstoffen 

bom vpsetzten Minerallésung keine Sprossung zeigen, andererseits aber 

ch Zerfall der Zelleiber das von der Hefe gebildete und gespeicherte 

ob es Viiamin D, bzw. die Produkte der Autolyse in die Lésung gelangen 

y er und so auch in der Kontrollprobe ein Aussprossen der noch am Leben 

dung vw bliebenen Zellen erméglichen; beide Umstande bewirken demnach 

Angleichung der Verhiltnisse zwischen Probe und Kontrolle, 

sAure weshalb die Verwendung von .,Hungerzellen* bei vielzelligen Aussaaten 
LSS OT keine Vorteile bietet. 


Lite Die von uns geiibte Verwendung gut ernihrter, vitaminreichet 
- das Kulturen der Versuchshefe bedingt es, daB bei vielzelligen Aussaaten 
der letzteren auch in der reinen Minerallésung Sprossung eintritt und 
demnach die Gegenwart von Vitamin D in der Probe nur an der rascheren 
Sprossung, also der Abnahme der Generationsdauer zu erkennen ist. 
Bei einzelligen Aussaaten hingegen sproBt auch die gut ernahrte Zelle 


mite n . . es . . . . 
ie in reiner Minerallésung zumeist nicht aus, nur bei der einen oder anderen 
! 
ale} Zelle wird es zur Anlage eines Sprosses kommen kénnen. Mit dieser 
Methode ist demnach der Vitaminnachweis eindeutiger zu _ fiihren 
hun ; , 
ar c) Versuche unter Verwendung einer gezdhiten Hefeaussaat. 
vaihir Zu 100 cem obiger Nahrlésung wurden je 14, 1 bzw. 5 cem der auf 


Wuchsstoffe zu untersuchenden Probe zugesetzt und hierauf pro Kubik 
zentimeter Nahrlésung 200 Zellen der Hefe Pankow « ingeimpft. 

Da die Konzentrate infolge ihrer stark sauren Reaktion das py 
der Nahrlésung etwas verschoben (auf pq = 5,1), so wurde die jeweilige 
Kontrollprobe durch Hinzufiigung von Essigsiure auf den gleichen 
pu-Wert gebracht. Die Auszihlung der Hefenernte erfolgte nach 

hate 48 Stunden. 





Tt | s 
™ Zu pritende Probe Generationsdauver der Hete in Stunden 
P Versuch 
“ Menge : 
Art pro 100 ccm mit Probezusatz Kontrolle 
und ccm 
I Konzentrat G' 0.5 5.7 10.4 
y ht 
pen l 5.6 
ent 5 5.5 
vohl Il Konzentrat G"' 05 58 10,5 
‘nen 1 54 
= ) 9.6 
rifft , 
ab Il Eluat Fx 05 7.6 10,5 
1 7,5 
5 74 
mid - - " 
— I\ Eluat Fx 0.5 7,8 10,7 
uy 1 7.8 
5 78 
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Die kleinen Unterschiede in der Generationsdauer bei verschied:y 
starker Dosierung liegen innerhalb der Versuchfehler. Es zeigt si 
demnach bei dieser Methodik bereits bei ', cem Zusatz die maxima 
Begiinstigung der SproBtatigkeit. Diese wire vielleicht bei noch 
ringeren Zusaitzen aufgetreten. wenn wir solche verwendet hatt: 


d) Versuche mit Einzell-Aussaaten. 


Wie bereits oben angegeben worden ist, kam fiir diese Zweck 
das Lindnersche Trépfchenverfahren zur Anwendung, und zwar wuri 
die auf Wuchsstoffe zu untersuchende Probe (Konzentrat oder Eluat) 
in der entsprechenden Menge der in einem Schiittelflaschchen by 
findlichen Mineralnihrlésung zugesetzt und das Gemisch nach guter 
Verteilung zur Herstellung der Einzellkulturen verwendet. Bei der 


) 


Auswertung der Versuchsergebnisse wurde derart vorgegangen, dai 
alle Einzellaussaaten der verschiedenen gleichartigen Versuche (d. h 
mehrmaliger Wiederholungen) zusammengezogen wurden und der 
gleiche Vorgang auch bei den Ernteergebnissen stattfand, so daB div 
angegebenen Werte fiir die Generationsdauer Durchschnittswert: 
sind, was ihnen einen héheren Grad von Zuverlissigkeit verleiht. Erga! 
sich fiir die Generationsdauer ein Wert von tiber 100 Stunden, so wurde 
unter Hinweis auf diesen Umstand von einer Anfiihrung der errechneten 
Zah| Abstand genommen, da sonst irrige Vorstellungen iiber den Grad 
der Genauigkeit der Generationsdauerbestimmungen entstehen kénnten 
zumal letztere um so unzuverlassiger werden, je geringer die Sprol- 
freudigkeit der Hefezellen ist. 





aeiahl Zu priifende Probe Zahl der Nech Ciccetitinens 
a are a | io | 
com 
1 Kontrolle 142 150 48 iiber 100 
2 Gi! 0.5 18 164 24 7.5 
1 27 419 48 12.1 
5 Keine Vermehrung der Aussaat 
3 *y! 1 37 488 16 43 
3 G' 1 65 1172 15 43 
4 Gy" st. 1 59 867 18 46 
4’ GY" st. l 72 1449 24 55 
5 y= l 92 364 i8 9 
6 ru 1 75 265 17 94 
7 A 1 49 51 |= = 24 iiber 100 
8 Al 1 465 47 24 , 100 
9 GY}! MincrellSsung 1 on Ge 58 og | 28 ” 100 
10 E 1 68 72 18 , 100 
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Infolge der oben schon des Naheren begriindeten Verwendung 
minreicher Aussaaten kam es vereinzelt in den Kontrollversuchen 
\nlage eines Sprosses, und zwar hat sich dies unter 142 Bestim- 
wen Smal ereignet, wobei jedoch die Vermehrung bei der Aus- 
ung eines einzigen Sprosses stehenblieb 


3. Versuchsergebnisse. 


1. Durch Hinzugabe der aus Garungsessig erhaltenen Konzentrate 

Mineralnahrlésung konnte mittels der Methode der Aussaat einer 

immten Zellenzahl, vor allem aber mittels des Einzellverfahrens 
ine wesentliche Herabminderung der Generationsdauer, also eine 
bedeutende Férderung «ler SproBtatigkeit der Hefe festgestellt werden. 
Bei der Einzellkulturmethode, die ja die wesentlich empfindlichere 
ist, wurde die Generationsdauer auf weniger als '/,, des Wertes der Kon- 
trolle herabgedriickt (Versuche 3, 3° und 4). Die in den Konzentraten 
enthaltenen suspendierten Stoffe tiben anscheinend eine hemmende 
Wirkung aus (vgl. die Versuche 2 und 3), die insbesonders bei héheren 
Konzentrationen deutlich in Erscheinung tritt; so fiihrte ein Zusatz 
von 5%, des Konzentrates zu der Mineralnahrlésung das Aushleiben 


0 
» 


jeder SproBtatigkeit herbei (Versuch 2). 


2. Die fraglichen Wuchsstoffe sind gegen die Einwirkung héherer 
Temperaturen sehr widerstandsfahig; konnmie doch selbst, ein zwei- 
stiindiges Erhitzen im Autoklaven bei 2 Atmospharen die Generations- 
dauer nicht wesentlich verindern (Versuche 4 und 4’). 


3. Die die Hefesprossung férdernden Substanzen sind an Fullererde 
adsorbierbar, und zwar sowohl aus dem Essig unmittelbar (Versuch 5) 
als auch aus den konzentrierten Produkten (Versuch 6); durch 1 °,iges 
Ammoniak lassen sich dieselben aus den Adsorbaten eluieren 

4. Weder die aus den Konzentraten noch die aus den Eluaten 
gewonnene Asche begiinstigt das Hefewachstum (Versuch 7 und 8). 

5. Das Konzentrat allein, also nicht zu Mineralnahrlésung, sondern 
zu destilliertem Wasser in der Menge von 1°, hinzugesetzt, ist auber- 
stande, eine Hefevermehrung herbeizufiihren (Versuch 9). 

6. Die fraglichen Wuchsstoffe stammen offenbar aus dem Stoff- 
wechsel der Essigsiurebakterien. 

7. Im Gegensatz zum Géarungsessig enthalt die Essigessenz keine 
die Hefesprossung irgendwie férdernde Substanz (Versuch 10). 

Aus diesen Versuchsresultaten geht hervor, dap dem Gdrungsessig 
Wirkungen zukommen, wie sie den Mikrobenwuchsstoffen, dem so- 


genannten Vitamin D, zugeschrieben werden. Es wire natiirlich von 
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besonderem Interesse, durch geeignete Fiitterungsversuche fi 
zustellen, ob nicht das mit dem Vitamin D zumeist vergesellschaft 
antineuritische Vitamin B ebenfalls darin anzutreffen ist. 

Wenn auch iiber die Bedeutung der im Garungsessig enthalt: 
akzessorischen Niahrstoffe fiir den menschlichen Stoffwechsel n 
nichts Bestimmtes ausgesagt werden kann, so laBt sich aus uns« 
Feststellungen doch bereits erkennen, dap zwischen dem biochem 
entstandenen Gdrungsessig und der auf rein chemischem Wege gewonn 


Essigessenz ein prinzipieller Unterschied besteht, der die begrifil 


Scheidung beider nach wie vor rechtfertiat. 























Zur Methodik der p,-Messung CO,-haltiger Fliissigkeiten bei 
verschiedenem C),- Partialdruck. 


Von 
A. Beek. 
(Aus der Chirurgischen Universitatsklinik Kiel.) 
(Eingegangen am 25. Auqust 1927.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Wasserstoffionenaktivitat der meisten Kérperfliissigkeiten 
liegt bekanntlich in einem Bereich, in dem sie als eine Funktion der 
CO,-Spannung bezeichnet werden kann, mit der die Fliissigkeiten im 
Gleichgewicht stehen. Die genaue Beriicksichtigung dieser Spannung ist 
also bei der Ausfiihrung derartiger Messungen unbedingtes Erfordernis. 
Die bisher dafiir angegebenen Methoden (Héber, Hasselbalch und Lunds- 
gaard, Michaelis) hatten zwar im Prinzip das Problem solcher Messungen 
gelést, doch hafteten ihnen gewisse Nachteile an, die ihre ausgedehnte 
Verwendung fiir biologische Zwecke vor allem im klinischen Betrieb 
erschwerten oder unméglich machten. Ich méchte daher im folgenden 
eine Apparatur angeben, die sich mir in zahlreichsten Untersuchungen 
sehr gut bewahrt hat und die es erméglicht, auch im klinischen Betrieb 
auf verhaltnismaBig einfache Weise mit einer von der Methode tiberhaupt 
zu verlangenden Exaktheit py-Messungen in Koérperfliissigkeiten bei 
verschiedener beliebig einzustellender CO,-Spannung und bei beliebiger 
Temperatur auszufiibren. 

Auf die Resultate dieser Messungen soll in einer spiteren Arbeit 
eingegangen werden. Hier soll zunichst nur eine Beschreibung der 
Methodik erfolgen. 

Da bei Messungen mit strémendem Gas (H,—CO,-Mischung) schon 
die geringsten Spuren eines elektrolytisch wirksamen Gases (O,) unter 
Umstinden die Exaktheit der Potentialeinstellung sehr merklich 
stéren, ist es zunichst nétig, das H,—CO,-Gemisch von etwaigen Ver- 
unreinigungen mit Sauerstoff zu befreien. Der im Kippschen Apparat 
entwickelte und in der tblichen Weise durch Kaliumpermanganat 
und Sublimat gewaschene Wasserstoff ist als praktisch O,-frei zu be- 
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trachten, dagegen ist dies nicht immer der Fall bei der in Stablflasc| 
kéuflichen CQ,. Diese verhalt sich sehr verschieden. Es gibt Sta 
flaschen, in denen kaum Spuren von Sauerstoff nachweisbar si 
andere sind dadurch ganz erheblich verunreinigt, so daB z. B. « 
54°, ige H,—CO,-Mischung in der Bunte-Biirette eine ganz deutli 
dunkelgelbe bis braune Verfarbung der alkalischen Pyrogallollésuny 
ergab. Es ist also zunachst notwendig, die CO, von dem Sauerstoff 
zu befreien. 

Von den verschiedenen zu diesem Zweck angegebenen Methoden 
(Absorption durch Phosphor, Chromchloriir u. a) eignet sich zu diese 
Zweck eigentlich nur die Dariiberleitung der Gase iiber  glithend 
Kupferdrahtnetze. Die Aufstellung eines entsprechenden Verbrennungs 
ofens in Kombination mit der sonstigen Gaskettenapparatur ist nicl 
nur sehr umstandlich, sondern verbot sich mir auch durch den Mange! 
an geeignetem Platz. Ich brachte daher die Kupferdrahtnetze aut 
elektrischem Wege zum Gliihen. Die direkte Erhitzung des Kupfer 
drahtes durch Durchleitung entsprechend starker elektrischer Strény 
hat den Nachteil, daB das Kupfer infolge seines niederen Schmelzpunkics 
ziemlich rasch abschmilzt. Es ist also nétig, das Kupfernetz auf in- 
direktem Wege zu erhitzen. Dies licB sich folgendermaBen ausfiihren 


Um einen Schamottestab mit spiralig verlaufenden Nuten wird 
Chromnickelband gewickelt. Das Ganze wird dann von einem Mante! 
aus Kupferdrahtnetz umgeben. Bringt man durch einen Strom von 
etwa 3.8 bis 4 Ampere das Chromnickelband zum Gliihen, so gliiht nach 
kurzer Zeit der ganze Drahtnetzmantel ebenfalls mit. Drei derart 
hergerichtete Schamottestibe von je etwa 15cm Lange wurden hinter 
einander in einem Verbrennungsrohr angebracht, das Rohr vorne und 
hinten durch einen Gummistopfen verschlossen, durch den ein Glasrohr 
und der stromzufiihrende dicke Kupferdraht geleitet wurde. Der 
Stromverbrauch betragt etwa 600 bis 800 Watt. Vor dem Durchleiten 
des Kohlendioxyds wird zunachst reiner Wasserstoff iiber die gliihenden 
Kupferdrahtnetze geleitet und dadurch das Kupfer reduziert. Das 
aus dem Verbrennungsrohr austretende Kohlendioxyd wird noch durch 
eine Waschflasche mit ausgekochtem destillierten Wasser geleitet 
Dadurch, daB die oxydierten Teile des Kupferdrahtnetzes jeweils 
wieder durch H, reduziert werden kénnen, gestaltet sich das Arbeiten 
auBerst bequem. Bei einer Analyse des Gasgemisches, das auf diese 
Weise aus H, und CQ, hergestellt wurde, lieBen sich mit der Bunte- 
Biirette keine O,-Spuren mehr nachweisen. Da jedoch als Absperr 
fliissigkeit in dem Gasometer Wasser bzw. Salzlésung Verwendung 
findet, die auf der anderen Seite mit der AuBenluft in Beriihrung steht 
so war anzunehmen, da bei langerem Stehen des Gasgemisches tiber 
der Absperrfliissigkeit wieder Sauerstoff in das iibrige Gas herein 
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indieren wiirde, was sich auch durch Analysen bestatigen lie} 
bs wire also nétig, das Gasgemisch, wenn es langere Zeit iiber der 

sperrfliissigkeit gestanden hat, noch einmal auf ahnliche Weise zu 
rinigen. Versuche mit einer kleineren, sonst ahniichen Anordnung 
wie oben beschrieben ergaben jedoch, daB das Gasgemisch H,—CO, 
sich erheblich beim Durchleiten veraéndert. Wenn das Gasgemisch 
3. vor dem Durchleiten 5°, CO, enthielt, ergab eine Analyse hinter 
dem Verbrennungsrohr nur noch 2% CQ,  Gleichzeitig beschlug 
sich die abfiihrende Rohrleitung intensiv mit Kondenswasser. Es 
ist anzunehmen, daB dabei katalysatorische Einfliisse von seiten der 
Schamotte oder des Chromnickels im Spiele sind und zu entsprechenden 
Reaktionen Veranlassung geben, da das Gemisch H,—CO, sich nicht 
veriandert, wenn man das Gas iiber Kupferdrahtnetze leitet, die im 
Quarzrohr durch Erhitzen des Rohres von auBen zum Gliihen gebracht 
sind. Praktisch kann man sich aber einfacher so helfen, daB man nur 
frisch gemischtes Gas sofort nach dem Einfiillen in die Gasometer 


verwendet. 
Bau und Anordnung der Gasometer selbst. 


Als GasometergefaBe verwendete ich zwei kugelige GlasgefiBe (alte 
Rontgenréhren) von 4,5 bzw. 3,5 Liter Inhalt. Diese Kugelform hat ver- 
schiedene Vorteile. Einmal laBt sich die Menge, wenn man die Kugel bis 

den unteren Hals fiillt, ziemlich genau ablesen, und dann steht das Gas- 
gemisch nach erfolgter Einfiillung nur mit einer schmalen Fliissigkeits 
schicht in Beriihrung, was wegen der Léslichkeit der CO, in der Absperr- 
fliissigkeit und der O,-Abgabe dieser Fliissigkeit an das Gasgemisch sehr 
wertvoll ist. Der AbschluB des Gasometers nach oben hin geschieht durch 
einen Gummistopfen mit drei Bohrungen. Durch eine ist ein Glasrohr 
gefiihrt zur Einleitung bzw. Entnahme des Gases, durch die zweite Bohrung 
fiihrt ein Manometerrohr (), ein N-férmig gebogenes Glasrohr, das mit 
lurch Bordeauxrot gefirbtes Wasser abgeschlossen ist, und durch die dritte 
Bohrung ist die Achse bzw. das Lager eines im Innern des Gasometers 
angebrachten Ventilators (V) gesteckt, der die Mischung der Gase zu be 
sorgen hat. Die bei der Gasfiillung verdrangte Absperrfliissigkeit laiuft 
zunachst in eine einfache Wulfsche Flasche (W) mit unterem Auslauf 
insatz. Diese Flasche steht auf einem durch ein Zahnradgetriebe in seiner 
Hohe verstellbaren kleinen Tisc!:. Von dem Verbindungsschlauch zwischen 
Gasometer und Wulfscher Flasche zweigt mittels eines Dreiwegehahns (Z 
eine weiterer Schlauch ab, der mit einer etwa 260 ccm fassenden Pipett: 
verbunden ist. Diese Pipette (P) ist an einem Biirettenstander beweglich 
angebracht. Auf den Zweck dieser Vorrichtung wird nachher im Zusammen 
hang noch néher eingegangen werden. Die Gasfiillung des Gasometers 
geht folgendermaBen vor sich: Zunachst wird durch Heben der Waudl/schen 
Flasche der ganze Glasballon mit der Absperrfliissigkeit gefiillt. Dann 
wird der Wasserstoffhahn (H) geéffnet, ebenso der Hahn KA, der durch 
einen weiteren Dreiwegehahn (LL) mit der AuBenluft in Verbindung gebracht 
werden kann. Nachdem das ganze Réhrensystem mit Wasserstoff durch 
geblasen ist, wird der Dreiwegehahn L geschlossen, d. h. gegen die AuBenluft 
abgesperrt, und die Wul/sche Flasche gesenkt. Der Gasometer wird etwa 
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zur Halfte mit Wasserstoff gefiillt, darauf die Héhe der Flasche W so 
reguliert, daB in dem Manometer Gleichgewicht entsteht. Nunmehr ert 
die Einfiillung einer entsprechenden CO,-Menge. Das auf die ober 
gegebene Weise iiber gliihendem Kupferdraht von Sauerstoff befreite («0 
wird durch Kapillaren dem Dreiwegehahn L zugeleitet. Dieser H 
steht zundchst in Kommunikationsstellung der CO,-Leitung mit 
AuBenluft. 





HCO, J | Lea | 
| 7 | 
M/A . ‘ . . 
\v 
4 - { —— 
| | , } 
A === , | 
i Wid 


Abb. 1 
Schematische Zeichnung des Gasometeraufbaues 


Nunmehr wird die Pipette P durch den Dreiwegehahn Z mit ce: 
Gasbehalter in Kommunikation gebracht und der Dreiwegehahn JL nac! 
geniigendem Ausspiilen der Leitung mit CO, in Kommunikationsstellang 
der CO,-Leitung mit dem Innern des Gasometers gestellt. Die beim En 
stromen der CO, verdrangte Sperrfliissigkeit flieBt jetzt in die Pipett: 
ab, die eine exaktere Abmessung der eingefiillten CO,-Menge ermdglic!it 
als dies bei der Verdrangung in die groBe Flasche mit dem breiten Fliissig 
keitsspiegel médglich wire (zur Messung der eingestrémten Kohlensiur 
mubB das Manometer wieder im Gleichgewicht stehen). Ist die gewiinsclht 
CO,-Menge eingefiillt, so wird zunaéchst der Dreiwegehahn Z in Kommun 
kation mit der Wudfschen Flasche gestellt und dadurch die Pipette wiede: 
entleert. Darauf wird der Hahn Z wieder in Kommunikation des Cas 
meters mit der Wulfschen Flasche gebracht und der Gasometer vollen«d 
mit H, aufgefiillt. Nach der Fiillung wird das Gasgemisch einige Zeit dure! 
den kleinen Ventilator, der durch einen rasch laufenden Elektromot 
angetrieben wird, griindlich durcheinandergemischt. Durch Heben 
Wulfschen Flasche wird das Gasgemisch unter den nétigen Uberdru 
gesetzt fiir die spatere Durchleitung durch die ElektrodengefaBbe. LD 
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aus Glasroéhren 


Klekt rodengefap 


vorbereitete Gasgemisch wird durch eine Leitung 


venigen und ganz kurzen Gummiverbindungen dem 


Dreiwegehahn eingeschaltet, 








itet. In diese Leitung ist wieder ein 
CO ne Verbindung zu einem Gasanalysenapparat herstellt. Es ist aut 
H Werse moglich, wahre nd det Messung eme Probe des durchst rémenden 
zu entnehmen und auf ihren CO,-Gehalt zu analysieren. Dies ist 
ib wichtig, weil sich mit der Zeit der CO,-Gehalt des Gases merklich 
rm kann infolge der Léslichkeit der CO, in der Absperrtliissigkeit 
rhalb 1 Stunde bis zu 0.2 bis 0,3°,). Halt man das Gas unter einem 
vewissen Uberdruck, so werden Verunreinigungen durch etwaiges Ein 
ren von atmospharischer Lutt nicht zu befiirchten sein. Anders ist 
it dem Ubertritt von Sauerstoff in die Gasmischung aus der Abspert 

igkeit. 

Verwendet man nur ein kurz vor der eigentlichen Untersuchung frisch 

tetes Casgemisch, so ist am Ende einer etwa einsttindigen Unter 

ing mit der Bunte-Biirette noch keine merkliche Sauerstoffverun 

vung festzustellen, dagegen wird die Pyrogallollésung deutlich braun. 

venn das Gasgemisch etwa einen halben Tag iiber der Absperrtliissigkeit 
hit. 

Neben dem einen Gasometer ist noch ein zweiter, ebenso gebauter 
wifgestellt. Dieser ist mit der AbfluGBleitung des ersten durch entsprechende 
Glasrohrleitungen derart verbunden, dai man durch eine einfache Um 

llung eines Hahns beliebig Gas aus dem einen oder anderen Behalter 

un Durehstr6men durch das ElektrodengefaB entnehmen kann. Der 
weite Gasometer wird gleichzeitig mit einem CGasgemisch von etwas 
uderer Zusammensetzung gefiillt. Auch wahrend der Durchleitung dieses 
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' Abb. 2 
soa Gesamtansicht der beschriebenen Apparatur. Das ElektrodengetaB 
L) hangt noch uber dem Wasserthermostaten 
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Gemisches kann gleichzeitig eine Gasprobe zur Analyse entnommen we) 
Auberdem ist es noch moéglich, in die zur Elektrode fiihrende Gasal 





leitung reinen Wasserstoff einzuleiten. Man ist also in der Lage. d 
das Elektrodengefal unmittelbar nacheinander reinen Wasserstoft 
zwel verschiedene Wasserstoff-Kohlendioxvdgemische durchzuleiten. 














Abb. 3. Elektrodengefa6 
Rechts Gaszuleitung, links Ableitung. %—K KCl — Agar Verbindung zur Kalomelektrode 
In der Mitte in der Hohe verschiebbare Platinelektrode, hochgezogen 


Fiir das Elektrodengej/aB hat sich nach verschiedenen Umanderungen eine 
Form als zweckmabBig herausgestellt, wie sie nebenstehend (Abb. 3) abgebildet 
ist. Diese hat sich in zahlreichen Messungen sehr gut bewahrt. Um di 
Fliissigkeiten bei ihrer natiirlichen Temperatur untersuchen zu kénnen, 
muBte das GefiB so gebaut werden, daB es ganz ins Wasserbad versenkt 
werden kann. Die Anordnung im Luftthermostaten, wie sie Hasselbalc/ 
und Warburg z. B. angeben, ist wesentli¢h umstandlicher. Da das Elekt rode: 
gefaB bis zum Hals in das Wasserbad versenkbar sein mu, miissen die Zu 
leitungen und Ableitungen durch aus dem Wasser herausragende Glas 
ansatze erfolgen. Zu diesem Zwecke tragt das trichterfOrmig nach unt 
zulaufende GefaB vier Ansatze. Der mittlere, groBe, dient der Einfiillung 
der Fliissigkeiten und der Durchleitung der Platinelekt rode, durch den eine 
seitlichen Ansatz ist, mittels eines dariibergeschobenen Gummischlauel 
abgedichtet, verschiebbar eine nach unten ausgezogene Glasréhre gefiihrt 
durch die das Gasgemisch zugeleitet wird. Das ausgezogene Ende de 
Gilasréhre kann bis in die Spitze des Trichters gesenkt werden. Durch de 
zweiten Ansatz (AK) wird eine mit KCl-Agar gefiillte, nach unten ausgezoger 
Glasréhre durchgefiihrt. Diese steckt auBerdem in einem T-férmigen Gla 
stiick, das auf der einen Seite einen Gummischlauch (@) tragt, der in « 
K Cl-Ableitungswanne taucht, auf der anderen Seite einen kleinen Gumn 
schlauch, mit Hilfe dessen die KCl-Lésung aus der Ableitungswanne ho 
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Pu-Messung CO,-haltiger Fliissigkeiten. Sl 


yt werden kann zur Herstellung der leitenden Verbindung mit der Ab- 

gselektrode. Nach dem Hochsaugen wird einfach der Schlauch, mit dem 

.Cl-Lésung hochgesaugt wurde, abgeklemmt. Der dritte, kleine, Ansatz 

t der Ableitung des Gases. Er ist durch einen Schlauch mit einer Glas- 

verbunden, deren Ende einige Millimeter unter das Wasserniveau des 
Wasserbades taucht. Auf diese Weise kann man an den ausstrOmenden Gas 

en die Geschwindigkeit des Durchstrémens kontrollieren und durch Ab 
men des zuleitenden Schlauches regulieren. Die eigentliche Elektrode 

ht aus einem Platindraht, der an einen Messingstab angelétet ist. 
Dieser wieder ist in den durchbohrten Kolben einer 1l-cem-Rekordspritze 
létet. Der nackte Glasmantel einer derartigen Spritze ist durch einen 
hbohrten Gummistopfen durchgefiihrt. Auf diese Weise ist es méglich, 

Platinelektrode luftdicht beliebig in der Héhe zu verschieben, was bei 

er Bedeutung des punktférmigen Eintauchens fiir die exakte und rasche 
leinsteillung unter Umstanden von besonderer Wichtigkeit ist. Die 
lrichterform des ElektrodengefaéBes hat auch ihre besondere Bedeutung. 
Will man die zu messende Fliissigkeit méglichst rasch mit dem Gas ins 
chgewicht setzen, so l4Bt man am besten das Gas durch die Fliissigkeit 
uehperlen. Zu diesem Zwecke wird das ausgezogene Ende des Glasrohres, 
rch das das Gas eingeleitet wird, bis zur Spitze des Trichters vorgeschoben. 
Bei eiweiBhaltigen, tiberhaupt bei allen schiumenden Fliissigkeiten stért 

Blasenbildung auBerordentlich, wenn man nicht dafiir sorgt, daB die 

Blasen nach kurzer Zeit wieder zum Platzen kommen und die Fliissigkeit 
der an den Wanden zuriicklaufen kann. In einem Trichter werden 
nach oben steigenden Blasen immer breiter, daher ihre Wand auch 
mer diinner, so daB sie z. B. auch bei Blut im allgemeinen platzen, ehe 
iiberhaupt oben im GefaB ankommen. Wird die Blasenbildung je einmal 
ch zu intensiv, so kann man durch Héherziehen des gaszuleitenden 
(ilasrohres sofort' die weitere Blasenbildung unterbrechen und die noch 
stehenden Blasen durch weiteres Auffiillen mit Gas zura Platzen bringen. 
Kin anderes Modell eines ElektrodengefiBes, bei dem nach einem kurzen 
lrichter das GefaB sich bauchartig kugelig erweitert, so daB die aufsteigenden 
Blasen rasch sich noch mehr verdiinnen und platzen, hat sich deshalb nicht 
recht bewahrt, weil in dem kugeligen Bauch der Uberblick infolge stérender 
Reflexe fast unmdglich und damit auch die Regulierung des Eintauchens 
ler Elektrodenspitze sehr erschwert wird. Das Wasserbad selbst wird 
wif elektrischem Wege geheizt und mit Hilfe eines Toluol-Quecksilber- 
Thermoregulators auf der gewiinschten Temperaturkonstanz gehalten. 
Der Regulator hat sich auch bei wochenlangem ununterbrochenen 
Dauerbetrieb stets einwandfrei bewaihrt. Das Wasserbassin selbst mul 
vorn und hinten durchsichtig sein, da sonst eine Beobachtung der 
Elektrode unmdglich ist. ZweckmaéBig wird hinter der hinteren Glas- 
platte eine Gliihlampe angebracht, die ihr Licht in das Wasserbassin 
hineinwirft. 

Der weitere Aufbau ist der einer gewohnlichen Gaskette mit Stdpsel 
rheostat und Kapillarelektrometer. 

Fiir die Messung in dem angegebenen ElektrodengefaB sind Fliissig- 
keitsmengen von 0,1 bis 0,2 cem vollkommen ausreichend. Viel mehr 
als 0,7 bis 1cem zu nehmen, ist sogar eher unzweckmabig wegen des 
sonst langsameren Einstellens des Gasgleichgewichtes. L&aBt man das 
Gas durch die Fliissigkeit durchperlen, so ist z. B. bei Blutmessungen 
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die Endeinstellung in 10 bis 15 Minuten erreicht, bei anderen Fiii 
keiten meist wesentlich friiher. 

Die beschriebene Anordnung erlaubt nun zunachst, zwei Messun. 
bei verschiedenem Partialdruck der CO, auszufiihren. Will man 
noch héherer CO,-Spannung weitere Messungen anschlieBen, so jy: 

man nur, wahrend die Messung mit 











750 einen Gasgemisch des einen Gasbehalter 
~ Sa eeoe a im Gange ist, in den anderen etwas (0), 
all nachzufiillen. Mit dem Ventilator wird 
neue Gasmischung rasch durchgemischt 
— a | ist nun sofort verwendungsbereit. Ebens 
710 } kann man nachdem indenzweiten Gasbehalter 
wo}—+\-, += CO, nachfiillen. Jeweils wird wahrend «e- 
as Durchstrémens in dem Gasanalysenappara! 
pee oe et ae a eine Probe von 10 ccm entnommen un 
NL auf seinen genauen CO,-Gehalt analysier 
™ ie rn Tragt man die verschiedenen Millivolt- und 
660 35-4060 eS die zugehérigen C O,-Spannungswerte in ci: 





Abb. 4. Koordinatensystem ein, so bekommt ma 

z. B. fir Blut bei 37° nebenstehende Kurv: 

Weiter seien noch einige Messungen mitgeteilt, die mit dem Elek- 
trodengefaB bei verschiedener Temperatur ausgefiihrt wurden: 


Kalomelelektr. 21° KCl gés. 2n H,SO, 18° . 2.250) Millivolt 

21° ma ~ 2n H,SO, 37° . . 234,2 

21° ACG. Standardacetat 18° 517 
‘ 21° ao. a 37° 518 

* 20,5° KCl ,, i 20° 518 

a ® 37° net. = 20° 521.5 Fo 
- 20° KCl ,, mesg... ts o> | bei Mn 
i 20° EQ .,, oe «a+ ee ee = a 


Bei Verwendung einer zweiten gleichen Elektrode an Stelle de: 
Kalomelelektrode ergeben sich folgende Werte: 
2n H,SO, 18°— KCl ges. —2n H,SO, 37°. . . .. . . 15,8 Milliv: 
Blut 18° KCl ges. Blut 37° . . 11 Millivolt (bei 40mm CO,-Druc 


Auf die Diskussion der Beziehungen des py zu den einzelnen Milli 
voltwerten soll hier zunachst nicht naher eingegangen werden. Es 
sei nur kurz darauf hingewiesen, daB der fiir Standardacetat angegeben: 
pu-Wert 4,62 wohl bei 18°, dagegen nicht pa = 4,64 bei 37° mit de: 
gemessenen Werten iibereinstimmt, eine Ubereinstimmung jedoc! 


* Verwendet wurde hier eine andere Kalomelelektrode, nicht die gleicl« 
mit der die vorangehenden Messungen ausgefiihrt wurden. Die beid: 
zeigen eine Differenz von 1 Millivolt. 
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anden ist, wenn auch die Kalomelelektrode auf 37° gebracht wird 
\\-iter sei hier noch kurz darauf hingewiesen, daB in den pq-Tabellen 





Ylppé, die wohl in den meisten Laboratorien Verwendung finden 
une! c E 


pa- Werte fiir 38° nicht mehr mit der Nernstschen Forme! lg 


1 
c, RT 
= fibereinstimmen und anscheinend unrichtig sind. 

Die wenigen Beispiele sollen nur zeigen, wie die angegebene Met hodik 
site erlaubt, in bequemer und exakter Weise Messungen an Konzentrations- 
3 ('( . . . ° . 

’ tten unter verschiedenem (O,-Druck und bei verschiedener Tem- 

“| oe . ** in . . “. 
| peratur auszufiihren. Die Einstellung auf die jeweilige Temperatur 
t ane coos 
' erfolet stets sehr rasch. Stérungen durch vagabundierende Stréme 
" wer ahniiches sind bei der angegebenen Elektrodenform nicht zu 
. befiirehten. 
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Zur physikalisch-chemischen Kennzeichnung 
von normalem und pathologisch verindertem Blutserum. 


Von 
Grete Lasch und Josef Reitstétter (Berlin-Friedenau). 
(Eingegangen am 5. September 1927.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Mitteilung des einen von uns iiber die Goldzah| 
von normalem und pathologisch verindertem Blutserum (1) und in einer 
weiieren tiber die Sensibilisierung von Ferrihydroxydsolen durch elektrol yt 
freie Eiweiffraktionen aus normalen und Immunseren (2) wurde iiber 
verschiedene Eigenschaften besonders gereinigter Seren berichtet, ohne 
daB ber deren Gewinnung weitere Mitteilungen gemacht wurden. [Da 
diese Arbeiten sowohl von medizinischer als auch physikalisch-chemischer 
Seite einige Beachtung gefunden haben und in die Literatur eingegangen 
sind (3), andererseiis auch die von uns schon damals geiibten elektro 
osmotischen bzw. elektrodialytischen Reinigungsverfahren von Seren 
von anderen Autoren nachbenutzt, auch teilweise beschrieben und 
kritisch betrachtet wurden (4), halten wir es fiir angezeigt, unsere 
damalige Versuchsanordnung heute noch nachtraglich kurz zu_be- 
schreiben. Es war schon seinerzeit eine solche Veréffentlichung geplant 
doch ist es durch den leider allzu friihen Tod unseres Chefs, Professor 
W.G. Ruppels, bis jetzt noch nicht dazu gekommen. 

Die Reinigung der damals von J. Reitstétter beschriebenen und gi 
kennzeichneten Seren erfolgte nach einem zuerst von Botho Graf Schwerin 
und W.G. Ruppel angegebenen Verfahren, das in der D.-R.-P.-Schrift 
355666 vom 8. Marz 1916 der Elektro-Osmose A.-G. beschrieben is' 

Die Heilseren werden bekanntlich aus dem Blute der mit dem 
betreffenden Toxin immunisierten Tiere hergestellt und enthalten 
deshalb alle Stoffe des Blutes mit Ausnahme der weiBen und roten 
Blutkérperchen und der Hauptmenge des Fibrinogens bzw. Fibrins 
welche hieraus entfernt wurden. Unter den Bestandteilen der Rohseren 
sind daher cine Reihe unwirksamer, zum Teil sogar fiir den menschlichen 
Organismus schadlicher Stoffe vorhanden, wie unwirksame Eiweil} 
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korper und Abbauprodukte derselben, Fette, Extraktivstoffe und anderes 

r. Der Wert der Seren wird daher um so giinstiger bemessen, je 
iiger EiweiBkérper und Abbauprodukte in denselben im Verhaltnis 
z Antitoxin vorhanden sind. Von diesen Verunreinigungen lassen 
sich Seren auf die folgende sehr elegante Weise mit Hilfe des elektrischen 
Stromes_ befreien. 

Wird z. B. Diphtherieserum in der fiir elektro-osmotische Zwecke 
)kannten dreiteiligen Zelle unter Benutzung geeigneter Diaphragmen 
der Einwirkung des elektrischen Stromes unterworfen, so wandern die 
Klektrolyte und die sich wie Elektrolyte verhaltenden Spaltungs- 
produkte des EiweiBes, sogenannte Extraktivstoffe usw. nach den 
Scitenraumen ab. Sobald im Mittelraum Elektrolytfreiheit erzielt ist, 
fallen die Euglobuline zusammen mit einem kleinen Teil der anti 
toxischen Substanzen aus und kénnen z. B. mit Hilfe einer Zentrifuge 
beseitigt werden. 

Man erhalt auf diese Weise bereits ein wesentlich asche- und 
globulinfreies Serum. 

Das so gereinigte Serum enthalt neben den spezifischen Substanzen 
und dem Pseudo- oder Paraglobulin, welches der Haupttrager des 
Antitoxins ist, noch Albumine sowie eine gewisse Menge von Fetten und 
fettahnlichen Kérpern. Diese letztgenannten kann man, wir folgen 
hier wértlich der Patentschrift, da sie nur wenig baw. kein Antitoxin 
enthalten, als Verunreinigungen des Heilserums bezeichnen. 

Nach dem von B. Schwerin und W.G. Ruppel angegebenen Ver- 
fahren wird nun eine Trennung des Pseudo- oder Paraglobulins von dem_ 
mit ihm verunreinigten Albumin, dem Fett und den fettahnlichen 
Substanzen, und damit die Herstellung eines reinen, spezifischen, 
antitoxischen EiweiBes erreicht. 

Zu diesem Zwecke wird die, wie vorher beschrieben, von den 
Euglobulinen und Elektrolyten befreite Lésung des Serums im Mittel- 
raum eines Dreizellenapparats zwischen Diaphragmen der Einwirkung des 
elektrischen Stromes unter Zusatz einer genau bemessenen Menge 
eines Elektrolyten, z. B. Natriumhydroxyd, zweckmaBig bei hoher 
Spannung unterworfen wird. Unter diesen Umstanden wandern 
wesentlich nur die Albumine durch das positive Diaphragma nach dem 
anodischen Seitenraum ab, wahrend das Paraglobulin wesentlich 
unbeeinfluBt im Mittelraum nebst den sonstigen Bestandteilen des 
Serums zuriickbleibt. In dem MaBe, wie die Albumine aus dem Mittel- 
raum abwandern, scheiden sich die Fett- und fettahnlichen Stoffe 
(Cholesterin) des Serums aus und kénnen von dem in Lésung bleibenden 
Paraglobulin z. B. mit Hilfe einer Zentrifuge abgetrennt werden. Man 
erhalt schlieBlich eine fast wasserhelle Lésung, bestehend aus Para- 
globulin und den spezifischen Substanzen, z. B. dem Antitoxin 
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Da der bei dem Verfahren zugesetzte Elektrolyt unter dem Einf|\\j 
des Stromes ebenfalls abwandert und schlieBlich Elektrolytfreih. i: 
eintreten wiirde, ehe eine vollstandige Fraktionierung erfolgt ist, 
mu8 man durch zeitweiliges Hinzufiigen von Natriumhydroxyd <j 
giinstigen Bedingungen fiir die Wanderung der Albumine aufree) 
erhalten. Der ProzeB der Reinigung ist beendet, wenn durch Halb. 
sattigung einer Probe mit Ammoniumsulfat alles EjiweiB  nieder 
geschlagen wird. Selbstredend wird dann noch bis zur Elektrolyt 
freiheit zu Ende elektrolysiert. 


Uber die Wichtigkeit der Wahl geeigneter Diaphragmen wird noch 
spater ausfihrlich berichtet werden. Allgemein kann gesagt werden 
daB man zweckmaBig an der Kathode vegetabilische Substanzen ver. 
wendet, wie Pergamentpapier, Viskose (Transparit, Cellophan) und 
dergleichen, an der Anode dagegen ein solches aus tierischer Haut 
(vegetabilisch oder mineralisch gegerbtem Leder, Rinds- oder Pferd: 
blasen usw.). 

Der Apparat zur Ausfiihrung dieses Verfahrens ist die bekannt: 
dreiteilige Zelle, wie sie schematisch in Abb. 1 dargestellt ist. Dure| 
die beiden Diaphragmen 6 una 7 wird dic- 
selbe in die Raume 1, 2 und 3 geteilt 
Hinter den Diaphragmen liegen die Pole 4 
und 5. In den Mittelraum des Apparats 3 
kommt das zu reinigende Serum, in di 
Réiume 1 und 2 destilliertes Wasser. Das 
Diaphragma 7 besteht aus Pergament, das 
Diaphragma 6 aus tierischer Haut oder 
einem sonst geeigneten Stoff. Abb. 2 zeigt 
den gleichen Apparat in photographischer 
Darstellung; es bezeichnen 1 das Endteil 
des Apparates, 2 die Versteifungsstibe 
und 3 die Metallbacken zum Festklemmen 








Ieveseneneressarecseeseseetazonicas 4 ist der Kathodenraum, 5 die Kiihlvorrich- 
Abb. 1. tung, 6 das kathodische Diaphragma (Perga- 
Elektrodialysierapparat nach ment) und 7 endlich die Anode (Pt-Netz) 
Botho Graf Schwerin (sche- 
matische Darstellung). Die anzuwendende Stromstarke richtet 


sich ganz nach der Menge der vor- 
handenen Elektrolyte und der durch den Stromdurchgang _ be- 
dingten Wirmeténung; es ist selbstredend, daB man das Serum nicht 
liber etwa 35° erhitzen darf. Die Angaben in der Patentschrift weisen 
hier eine Liicke auf, da die Mitteilung der Spannung und der Strom- 
starke ohne gleichzeitige Angabe der wirksamen Diaphragmenoberflache 
(Stromdichte) gar nichts besagt; wie aber vorstehend ausgefiihrt, 
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ist dies auch durchaus unwesentlich, da sich die Stromrelationen einzig 











nd allein nach der Warmeténung richten. Es ist also stets fiir cine 

te Kiithlung der gesamten Apparatur zu sorgen. Man sieht auf der 
Photographie in Abb. 2 auch in den beiden Seitenriumen die fiir das 
Kithlwasser vorgesehenen Kiihlschlangen. 





Abb. 2. 
Elektrodialysierapparat nach Botho Grat Schwerin der Deutschen Tons und Steinzeugwerke A.-G., 
Berlin-Charlottenburg. 


Auf diese Art erhielten wir also bei der ersten Behandlung die 
sogenannten Euglobuline, die wir nicht weiter untersuchten, da sie in 
reinem Wasser unléslich sind und daher im Sinne wunseres Arbeits- 
programms, nur mit salzfreien EiweiBstoffen zu arbeiten, fiir unsere 
weiteren Versuche nicht herangezogen werden konnten Die Para- 
globuline gewannen wir, nachdem das Natriumhydroxyd aus dem 
Mittelraum durch Elektrolyse entfernt war, in reinster Form aus diesem, 
und die Albumine schlieBlich in einem dem anodischen Seitenraum 
vorgeschalteten vierten Raum, dem anodischen Mittelraum, auf die 
gleiche Weise in elektrolytfreiem Zustande.  Einen solchen Vier- 
zellene pparat, wie auch wir ihn benutzten, haben kiirzlich R. Frick 
und Mitarbeiter beschrieben (5) und an Hand hiibscher schema- 
tischer Zeichnungen erliutert. Da der Apparat, nachdem er schon 
vom Grafen Schwerin angegeben worden ist, seinerzeit auf P. H. 
Prausnitz und unsere Anregung hin von den Deutschen Ton- und Stein- 
zeugwerken in Berlin-Charlottenburg gebaut wurde und _ vielfachster 
Anwendung im Laboratorium fahig ist, soll er auch hier nochmals be- 
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Abb. 3 stellt ein 


schrieben werden. 


Mittelstiicke verschiedener Breite. Die 
Lange. Zellenzahl und ZellengréBe zusammengesetzt 
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Abb. 4 
Mittelteil eines Elektrodialysierapparates 


die schematische Zeichnung der Abb. 
den Diaphragmen in gréBerem Abstand anordnet, 


Erachtens unaweckmiabig ist. 
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Endstiick dar. die Abb. 4 
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gelegt und dann de 


Diaphragmen an de 


betreffenden zZwisc} 
die Schliffe 
Trog, 


lich ist, 


wie aus Abb. 6 ersich 


f 


in einem Rahmen fi 


zusammengeschraubt Dieser 
Rahmen besteht z. B., wie ihn 
R. Fricke beschreibt, aus de 


beiderseits mit Gewinden ver 


sehenen Messingstabchen  s 
mit den Schraubenmutternm. » 


und den Unterlegeringen + 


sowie aus den beiden Holz 
backen hb, b’. Der Vergleic] 
dieser schematischen  Abbil 


dungen mit der Photographir 
der von uns verwandten Appa 
ratur zeigt ihre prinzipiell: 
Gleichheit. Als Elektroden be 
nutzten wir grobmaschige Netz 
aus Platindraht, die 
die Abb. | und 2 zeigen, dicht 
an die Diaphragmen verlegten 
R. Fricke, 
6 stammt, die Elektroden von 
aber unseres 


wir, wi 


wahrend von dem 


was 


Wie der cine von uns schon in seinen friiheren Mitteilungen betont | 


hatte, ist die Wahl gecigneter Diaphragmen wesentlich fiir die erzielten | 


Erfolge. Uber die Bedeutung der Diaphragmen ist in den letzten Jahren | 


ein heftiger Strcit entbrannt (6), der heute, besonders dank den Ver | 
éffentlichungen H. Freundlichs und L. 
als diese Forscher auf Grund sorgfaltiger Untersuchungen zu dei 


F. Loebs (7) so weit geklart ist | 
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vebnis gekommen sind, daB die Wahl der Diaphragmen dann gleich- 
ig ist, Wenn man nur mit schwachen Strémen arbeitet, dann aber 
ch die Vorteile der Elektrodi: lyse gegeniiber der cinfachen Dialyse 


r verschwindend klein sind. arbeitet man dagegen mii starken 
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Schematische Zeichnung von I’. Fricke des Botho Graf Schwerinschen 
Elektrodia:ysierapparates. 

‘ 
Strémen, so ist die Verwendung bestimmier Diaphragmenkombinationen 
sehr wesentlich. H. Freundlich und F. L. Loeb bestitigen, daB die von 
W.G@. Ruppel und wns (8) zuerst angewendete Diaphragmenkombinat ion 
die fiir die Praxis geeignetste darstellt. Sie besteht aus cinem positiven 
Diaphragma aus Wollstoff mit chromierter und belichteter Gelatine 
wihrend als negatives Diaphregma Pergamentpapier verwendet wird 
\rbeitet man dagegen, wie schon erwahnt, nur mit sehr schwachen 
Strémen, etwa von 0.8 bis 0.3 Milliamp. qem, so ist es in der Tat gleich 


viiltig, welche Diaphragmen man benutzt. 


Neuerdings vertritt nun L. Reiner (9) wieder die Ansicht, daB es 
gleichgiiltig ist, welche Viaphragmen man verwendet, wenn man nur 
die Elektrodialyse .geeignet™ leitet. L. Reiner hat bei seinen Uber 
legungen angenommen, da} die Badfliissigkeiten wahrend der Elektro 
dialyse sich in Ruhe befinden; dies trifft aber niemals zu, da alle Autoren 
die bisher elektrodialytische Reinigungsverfahren angewendet haben 
die zu reinigenden Fliissigkeiten auch stark riihrten. Dadurch werden 
aber die Schliisse Reiners hinfillig, womit nicht bestritten werden soll 
daB man nach unendlich langer Zeit bei Anlegung entsprechend 


schwacher Stréme schlieBlich stets, gleichgiiltig, welche Diaphragmen 
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man verwendet, zu einer dem _ isoelektrischen Punkt des nik 
diffusiblen Ampholyten sehr naheliegenden Aziditat gelangt. 

Ebenso wichtig, vielleicht noch wichtiger als bei dem vorher 
schriebenen Verfahren, halten wir die Wahl geeigneter Diaphragm. 
bei dem folgenden Verfahren, das von uns ebenfalls sehr mit Vori ci! 
zur Reinigung und Darstellung der einzelnen Fraktionen der Seren 
angewendet wurde. Einen Unterschied in den Eigenschaften der 
einzelnen Fraktionen, die nach dem einen oder anderen Verfahren 
dargestellt waren, haben wir nie beobachtet. 

Die Euglobuline werden auf dem gleichen Wege wie bei dem fritheren 
Verfahren gewonnen. Die weitere Trennung der Paraglobuline voy 
den Albuminen ertolgt nun in bekannter Weise durch fraktioniert: 
Salzfaillung. Man versetzt das Gemisch der Zentrifugate, Filtrate und 
Waschwasser von der Euglobulinabscheidung mit einem  gleichen 
Volumen gesiittigter Ammoniumsulfatlésung und sammelt das sic! 
dabei ausscheidende Paraglobulin durch Filtration oder mittels det 
Zentrifuge. Nach griindlichem Auswaschen mit halbgesiattigter 
Ammoniumsulfatlésung lést man diesen Niederschlag in Wasser auf 
und unterwirft die Lésung einer neuerlichen Elektrodialyse bis zur 
Elektrolytfreiheit. Man erhalt so eine hellgelbe, klare Lésung der Para 
globuline. 

Die Albumine schlieBlich erhalt man durch Elektrodialyse der 
gesammelten Filtrate, Waschwisser usw. dieser Fallung in gleicher 
Weise. 

Bei diesen Elektrodialysen ist aber noch ein weiterer Kunstgriff 
notwendig, damit die zu reinigenden Fliissigkeiten nicht zu sauer 
werden. Da bis jetzt noch keine Diaphragmenkombination gefunden 
wurde, die imstande ist, alle Neutralitatsstérungen zu kompensieren 
besonders, da die NH -Tonen rascher abwandern als die anderen 
wird der Mittelraum daher selbst bei Verwendung von chromiertet 
und belichteter Gelatine als positives Diaphragma und von Pergament 
papier als negatives Diaphragma leicht sauer. Dies laBt sich aber 
vermeiden, wenn man, einem Vorschlage der Elektro-Osmose A. 
folgend (10), die ungeeigneten lonen vor der Elektrodialyse gegen 
gecignete austauscht. In dem vorliegenden Gemisch von EiweiB und 
Ammoniumsulfat wird das ungeeignete SO7- lon durch das Anion det 
Essigsiure ersetzt, indem man mit der entsprechenden Menge Barium- 
acetat umsetzt und das ausfallende Bariumsulfat durch Zentrifugieren 
entfernt. Das verbleibende Gemisch von Ammoniumacetat und Eiweil 
bleibt unter Verwendung der von uns benutzten und bereits geschilderten 
Diaphragmenkombination wahrend der nun folgenden Elektrodialy~: 
dauernd sehr nahe um den Neutralpunkt, so daB keinerlei Eiweil) 
fallungen zu befiirchten sind (4). 
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Physikalisch-chemische Kennzeichnung von Blutserum. 1 


Erwahnt sei noch, daB wir stets mit relativ starken Strémen, 

etwa von 0,01 bis 0,5 Amp./qem, arbeiteten und fiir gute 
A hlung sorgten; die schlieBlich angelegte Spannung betrug immer 
unt Volt, wobei die Stromstirke nicht gréBer war als bei Fiillung des 
\»parats mit destilliertem Wasser, also nur Bruchteile von Milliamp. 
bhetrug. Die Dauer der Einwirkung des elektrischen Stromes bis zur 
Erreichung dieser Elektrolytfreiheit variierte naturgemaB von Fall 

Fall, betrug aber nie iiber 4 Stunden. Eine Schadigung spezi- 
fischer Immunstoffe durch den elektrischen Strom bei der Ver- 
arbeitung im Elektrodialysierapparat tritt niemals ein, was durch 
zallreiche Tierexperimente nachgewiesen wurde. 

Wir glauben im vorstehenden gezeigt zu haben, daB die zu den 
on dem einen von uns bereits mitgeteilten Versuchen zur Bestimmung 
ler Goldzahl von normalem und pathologisch verandertem Blutserum 
ebenso wie die zu den Versuchen zur Sensihilisierung von Ferrihydr- 
oxydsolen durch EiweiBfraktionen benutzten Eiweiblésungen sowohl 
einheitlich als auch rein und frei von fremden Beimengungen 
und Verunreinigungen waren, auch glauben wir gezeigt zu haben, 
daB die von uns angewandten Verfahren so eindeutig definiert sind, 
daB die mittels derselben hergestellten Produkte. es ebenfalls sind, 
soweit dies eben bei EiweiBfraktionen tiberhaupt méglich ist. Wir 
sind daher der Ansicht, daB es zu weit geht, wenn man die von uns 
ind unseren Mitarbeitern gemachten Beobachtungen und dabei ge- 
wonnenen Vorstellungen als ,,geradezu grotesk** bezeichnet. Wir stehen 
durchaus nicht an, alle Ansichten W.G. Ruppels zu teilen, und halten 

die von diesem Forscher u. a. gegebene Definition der Euglobuline 
als hydrophobe Kolloide (11) durchaus fiir eine Entgleisung, doch 
indert dies nichts an der Tatsache der Richtigkeit der von W.G. Ruppel 
und seinen Mitarbeitern gewonnenen experimentellen Beobachtungen. 
Es wird immer verwechselt zwischen der Erklarung von Erscheinungen 
und der Beobachtung derselben. Erklarungen von Erscheinungen und 
Theorien kénnen falsch sein und sich im Laufe der Zeiten Andern, 
nicht angiingig ist es aber, einen Unterschied zu konstruieren zwischen 
technischen*‘ Untersuchungen und _ ,,wissenschaftlichen‘* Versuchen, 
denn es ist nicht ersichtlich, worin dieser bestehen soll. Soll damit 
gesagt sein, daB technische Untersuchungen unsauber sind, dann 
hatten sie ja tiberhaupt keinen Wert und fielen auBerhalb des Kreises 
der Betrachtungen, soll aber damit nur gesagt sein, daB es sich um Ver- 
suche im groBen MaBstabe handelt, so ist nicht einzusehen, warum 
gerade die dabei gewonnenen Ergebnisse geringer oder anders bewertet 


werden sollen, als die bei Laboratoriumsversuchen. 
DaB es sich bei den auf vorbeschriebene Weise dargestellten EiweiB- 
fraktionen tatsichlich um einheitliche, eindeutig und _hinreichend 
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definierte EiweiBkérper handelt, glauben wir unter anderem aus (jy 
bereits friiher mitgeteilten Sensibilisierungsversuchen entnehmen 
kénnen, die bekanntlicli zu dem bemerkenswerten und = durehavs 
exakten Ergebnis gefiihrit haben, daB Pseudoglobuline aus antitoxise} 
Seren einem Ferrihydroxydsol gegeniiber eine andere Sensibilisier\in, 
ausiiben als die Pseudoglobuline aus normalen oder antiinfekt iis) 
Blutseren. Diese Untersuchungen wurden dann in der Folge unabhanyi: 
von uns durch H. Freundlich und W. Beck (12) wiederholt, wolve 
unsere friiheren Versuchsergebnisse vollinhaltlich bestatigt werden 
konnten. Es ergab sich wieder, daB sich die Albumine nicht voneinander 
unterscheiden, wohl aber wirken Pseudoglobuline aus Diphtheri 
Dysenterie- und Tetanusserum starker sensibilisierend als die Pseudo 


globuline aus Normalserum. Die Pseudoglobuline aus antiinfektiésem 
Schweinerotlaufserum unterschieden sich auch bei der Untersuchung 
von H. Freundlich und W. Beck nicht vom normalen Pseudoglobulin 

Wie sehr vorsichtig man aber mit ,,einheitlichen’ Kérpern in der 
FiweiBchemie s¢in muB, zeigen besonders die Versuche zur Bestimmung 
der Goldzahl. So konnte der eine von uns friither zeigen (13), daB sich 
unter @er nach den iiblichen Verfahren abgeschiedenen Euglobulin 
fraktion noch ein EiweiBkérper befinden muB, der gegeniiber kolloidem 
Golde keine Schutzwirkung ausiibt. vielmehr sogar auf ein Goldso 
fallend wirkt, wahrend die elektrodialytisch gereinigten Fraktionen 
diesen Kérper nicht enthielten. Eine Isolierung dieses Kérpers is! 
J. Reistétter damals nicht gelungen. Er hatte der Ansicht zugeneigt 
diesen identisch mit dem von F. W. Schulz und R. Zsigmondy seinerzeit 
bei der Fraktionierung von Hiihnereiwei8 aufgefundenen und ebenfalls 
ein Goldsol faillenden Kérper zu setzen. Wie aber E. Joel (14) sehr richtig 
bemerkt, ist dies von vornherein kawm anzunehmen, da F. W. Schulz 
und R. Zsigmondy jenen fraglichen Kérper bei der Verarbeitung einer 
ganz anderen Fraktion, namlich der Albuminfraktion, vorfanden 
H. Freundlich und E. Léning glauben, diesen von J. Reitstétter 
vermuteten Kérper als ein Protamin ansprechen zu kénnen, da das 
von ihnen untersuchte Clupeinsulfat, das ein Protamin ist und in den 
Euglobulinen vorhanden sein kann, ebenfalls in geringen Konzentrationen 
schon fallend auf alkalische Goldhydrosole wirkt, wahrend bei héherer 
Konzentration ihm eine, wenn auch nicht starke, Schutzwirkung 
zukommt. 

Wir glauben daher besonders im Anschlu8 an die genannten Unter 
suchungen sowie im Hinblick darauf, daB die nach dem von uns an 
gewendeten Verfahren hergestellten EiweiBfraktionen stets eine Schutz 
wirkung aufwiesen, daran festhalten zu miissen, da8 in nach den iiblichen 
Verfahren abgeschiedenen Euglobulinen noch Fremdkérper, vielleich' 
Clupein, enthalten sind, die auf Goldsole nicht nur keine Schutzwirkunyg 
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iben, sondern sie sogar fallen. Ob dieser Kérper oder diese Koérper, 

der eine von uns vermutet hat, identisch sind mit dem im patho- 

ischen Liquor vorkommenden, das Goldsol fallenden Kérper, oder 

die Fallung des Goldsols durch den Liquor im Sinne £. Joels ein 
riner Verdiinnungseffekt ist, erscheint uns noch immer nicht geniigend 
yeklart. Wenn £. Joel zu der SchluBfolgerung gelangt, daB keine 
zwingende Notwendigkeit vorliegt, die Goldreaktion pathologischer 
Liquore mit qualitativen Verinderungen der EiweiBkérper in Ver- 
bindung zu bringen, so méchten wir dem hinzufiigen, daB aber gerade 
auf Grund unserer Versuche, die durch die Beobachtungen H. Freundlichs 
und #. Lénings erganzt werden, auch keine zwingende Notwendigkeit 
besteht, soleche Veranderungen von vornherein abzulehnen und daher 
eine endgiiltige Entscheidung dariiber weiteren Versuchen vorbehalten 
bleiben muB. 

Wir sind auch noch immer der Ansicht, den Serumeiweibstoffen 
eine Schutzwirkung zuschreiben zu miissen, da den von uns gereinigten 
Fraktionen, wie J. Reitstétter schon mitgeteilt hat, eine recht be- 
merkenswerte Schutzwirkung zukommt und diese Fraktionen, wie wir 
in dieser Mitteilung gezeigt haben, durchaus als elektrolytfrei anzu- 
sprechen sind (2) (13). 


Zusammenfassung. 


Es werden die von B. Graf Schwerin und W.G, Ruppel angegebenen 
Verfahren zur Eiweibfraktionierung, die zur Darstellung der in friitheren 
Mitteilungen (1) (2) (13) benutzten und beschriebenen Eiweibfraktionen 
gedient haben, beschrieben, erlautert und kritisch betrachtet, wobei 
gezeigt wird, daB diese Verfahren die Gewinnung von im iiblichen 
Sprachgebrauch einheitlichen, wohl definierten und elektrolytfreien 
EiweiBfraktionen gestatten. 

Es wird auf Versuche von H. Freundlich und W. Beck hingewiesen, 
welche die seinerzeitigen Befunde J. Reitstétters itiber das Sensibili- 
sierungsvermogen von Eiweibfraktionen bestitigen. 

Es wird schlieBlich dargelegt, daB, wenn auch keine zwingende 
Notwendigkeit vorliegt, die Goldreaktion im pathologischen Liquor 
mit qualitativen Veranderungen der LiquoreiweiBkérper in Verbindung 
zu bringen, auch keine zwingende Notwendigkeit besteht, diese von 
vornherein abzulehnen, da es tatsachlich gelungen ist, den Eiweibstoffen 
nahestehende Stoffe zu isolieren, welche die charakteristischen Reak- 
tionen hervorzurufen imstande sind. 


' E. Joel irrt, wenn er mitteilt (S. 4), daB der eine von uns den Albumin- 
bzw. Globulingehalt auf elektroosmotischem Wege festgestellt hat, nur 
die Reinigung und Abscheidung dieser Fraktionen geschah auf dem vorher 


beschriebenen Wege. 
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Einwirkung des Ultraviolettlichtes auf die Serumkolloide. 


Vi mm 
Walter Gobel. 


\us dem Deutschen Kriegerkurhaus Davos-Dorf und dem Schweizer. In- 
stitut fiir Hoehgebirgsphysiologie und Tuberkuloseforschung in Davos.) 


(Kingegangen am 6. September 1927.) 


In zahlreichen Untersuchungen der letzten Jahre, besonders aus 
dem Schweizerischen Institut fiir Hochgebirgsphysiologie und Tuber- 
kuloseforschung wurden die Einwirkungen der beiden prinzipiellen, bis- 
her isolierten Faktoren des Héhenklimas: der Luftverdiinnung und der 
Strahlung auf den menschlichen und tierischen Organismus eingehend 
studiert. 

Schon friihzeitig bekennt war die Vermehrung von CGesamtblut, 
Hamoglobin und Erythrocyten als Folge der Luftverdiinnung (Abderhalden, 
Loewy, Knoll, Laquer, Miiller, Lippmann usw.). Dazu kam die Kenntnis 
der Blutdrucksteigerung bei Sauerstoffmangel (Liischer, Loewy und Gross- 
mann), der Vertiefung der Atmung (Loewy, Hediger und Rohrer).  Stoft- 
wechseluntersuchungen fiihrten zur Aufdeckung betrachtlicher Stoffwechsel- 
steigerung (Loewy, Brieger), besonderer Stoffwechselstérungen (Loewy, 
Gyorgy, Viale, Laubender) und azidotischer Vorgainge als Wirkung der 
Anoxamie (Barcroft, Galeotti, Durig und Zuntz, Loewy, Gigon, Michaelis- 
Lehmann, Fritz). 

Unter dem Einflu8 der fiir das Strahlenklima des Hochgebirges 
charakteristischen Ultraviolettstrahlen (um 300 4) zeigten Aestner 
und Hediger Blutdrucksenkung. Rothmann fiihrte diese auf Anderung 
des Sympathicotonus durch die Strahlung zuriick. Pincussen wies 
Steigerung des EiweiBzerfalls und Anomalien im Abbau der Purinkérper 
nach. Kroetz fand nach Bestrahlung Auftreten von Acidose, die dann 
in Alkalose umschlug. Die von Pincuasen, Hess und Unger, Sonne, 
Schultzer, Gates und Grand, Lasch studierte Verschiebung des Ca: K- 
(rleichgewichtes unter Bestrahlung beansprucht das besondere Interesse 
der Tuberkuloseforschung. Hamolytische Vorgainge, Resistenzerhéhung 
der Erythrocyten und Mechanismus der Blutregeneration bei Ultraviolett - 
bestrahlung waren Gegenstand von Untersuchungen von Hasselbalch, 
Loewy, von Rhoden, Baumann, Kestner, Hobert u.a. Das Verhalten 
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der Blutfermente studierten Viale und Pincussen. Kénigsfeld fan 
Erhéhung des Agglutinin-Pracipitin- und des Hamolysintiters n 
Ultraviolett bestrahlung. 

Diese Effekte der Ultraviolettbestrahlung konnten kaum primarer 
Natur sein, sondern muBten mehr oder weniger als Folgeerscheinuny 
als Effekt der Bestrahlung auf den Gesamtkérper gedeutet werden 
In interessanten Versuchen zeigte von Schubert, daB die durchblutet, 
Haut weniger Ultraviolettstrahlen reflektiert als die nicht durchblutet; 
Es muBte also vom strémenden Blut oder unter seinem EinfluB von 
den durehbluteten Geweben Strahlenenergie aufgenommen worden 
sein. Schlapfer konnte photographisch nachweisen, daB bestrahltes 
Blut Energie aussendet. Es war zu erwarten, daB die mit de 
Strahlung absorbierte Energie in irgend einer Form auBer als Warn 
unmittelbar im Blut nachgewiesen werden konnte. Dabei war es in 
Prinzip gleichgiltig, auf welche Weise diese Energie absorbiert wn 
transformiert wiirde, ob nach Dessauerschen oder Holthusenschen 
Anschauungen. 

Auf der Suche nach Methoden, solche primire Beeinflussung durc} 
Ultraviolettbestrahlung aufzufinden, erwies sich die Oberfléchen 
spannungsbestimmung des Blutserums als geeignet, nachdem die Blut 
senkung wegen ihrer Bedingheit durch zu viele und zu variable Faktoren 
wenig eindeutige Resultate prgab. Lediglich durch Réntgenbestrahluny 
in vitro wurde dettliche Verlangsamung der Blutkérperchensenkung 
erzielt, eine Tatsache, die auch in einer unterdessen erschienenen Arbeit 
von Ernst Pohle festgestellt wird. Ultraviolettlicht schien die Senkung 
nur wenig und unsicher im Sinne einer Beschleunigung zu beeinflussen 

Eine Reihe von Vorversuchen zeigte zunichst eindeutige Ver 
iinderung der Serumoberflichenspannung bei Bestrahlung in vitro 


Methode. 


Das Blut wurde unter Stauung aus der Armvene steril entnommei, 
das Serum durch Absetzenlassen des Blutkuchens und Abzentrifugiere: 
gewonnen. Hamolytisch gewordene Seren wurden nicht verwertet. Jecdes 
Serum wurde gleichzeitig in zwei Portionen bestrahlt (5 Minuten, 50 cn 
Abstand), und zwar Portion a) in Reagenzglischen aus gewodhnlichen 
Glase, Portion b) in Reagenzglaschen aus Quarzglas. Unterschiede mubte: 
bei dieser Methode Effekte der Stahlenfraktion sein, fiir die Quarzglas 
mehr durchlassig ist als gewdéhnliches Glas, also der Ultraviolettstrahlen 
Die Oberflachenspannung wurde durch zehnmaliges Auszihlen mit den 
Stalagmometer von Taube bestimmt. Die Tropfenzahl gebe ich unten 
umgerechnet auf ein Normalstalagmometer, welches 100 Wassertropfe: 
gibt, an (Zn). 


Es ergibt sich konstant mehr oder weniger starke Verringerun: 
der Oberflichenspannung der Seren unter dem EinfluB der Ultra 
violettbestrahlung. Dieses Ergebnis steht in einem gewissen Gegensat 
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Tabelle I. 





Gewé6hbnliches Glas Quarzglas 
a as F 115.0 117,2 
| a oN 114.5 118,38 
Dae , 114,7 116.7 
is ag esa’ ual lee 115.7 117.8 
Se ee 113.0 117.1 
Mo f ? oe 111.7 115.5 
ee ae a 115.2 118,2 


mi den Untersuchungen von Siedentopf, welcher nach Ultraviolett- 
bestrahlung kolloidaler Lésungen Erhéhung der Oberflachenspannung, 
|.h. Verringerung der Dispersitat, fand. Nach Réntgenbestrahlung 
fanden Wels, Paul und Thiele allerdings Erhéhung der Dispersitat 
von EiweiBlésungen, doch handelt es sich beim Blutserum um ein so 
kompliziertes kolloidales System, daB Abweichungen von dem Ver- 
halten einfacher Kolloidlésungen wohl zu verstehen sein diirften. 

Die nachste Versuchsreihe betraf die Einwirkung der Ultraviolett- 
bestrahlung auf das Blutserum in vivo. Um Fehlerquellen, z. B. die 
Kinfliisse der Nahrungsaufnahme auf die kolloidalen Reaktionen des 
Serums (Robert E. Mark) soweit als méglich zu vermeiden, wurde 
folvende Methodik in Anwendung gebracht. 

Beide Cheverme der Versuchspersonen wurden mit Gummibinden 
so gestaut, daB die Armvenen deutlich hervortraten, der Radialispuls 
aber beiderseits gleich stark fiihlbar war. Darauf folgte Bestrahlung der 
einen Vorderarmbeugeseite mit der Quarzlampe (5 Minuten, 40 em Abstand). 
Der andere Arm wurde vor Strahlung geschiitzt. Hierauf Blutentnahme 
kurz nacheinander, wahllos, zuerst aus dem bestrahlten oder unbestrahlten 
{rm. Das Serum wurde durch Absetzenlassen und Abzentrifugieren ge- 
wonnen. Hamolytische Seren wurden nicht verwendet. Die Oberflichen- 
spannung wurde wie oben bestimmt. Hierbei ergaben sich zwei verschiedene 
Reaktionsweisen. 

Bei den in Tabelle 11 zusammengestellten Fallen hatte die Ober- 
flachenspannung deutlich zugenommen, im Gegensatz zu den in Ta- 
belle LIL angefiihrten. In beiden Tabellen habe ich auBerdem die Dauer 


Tabelle 11. 





onumatin = Differenz im Wochastines 
ae oP 116,7 111,09 5.7 2 Monate 
Ee a 114.2 110.4 3.8 1 Monat 
NE in oe ar Te 116.8 113.2 3.6 2 Monate 
ok s s&s 118.5 115.1 3.4 2 . 
Ne ae 113.6 111.4 2.2 2 in 
ae a ts 118.0 116.3 1,7 1 Monat 
Wy ug ye) em 117.2 116.0 1,2 3 Monate 
Au ee «-e 111.9 111.3 0.6 2 
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Tabelle I1l. 





wasecoen =. Differenz =. ~ 

are 113,6 118.5 +49 6 Monat 
Se 111,8 116.4 4,6 12 . 
ae 112.9 116,1 3,2 6 

__ a a ee 113.1 115.6 2,5 21 

BG ah Tosh: td caer he 114.6 116,1 1,5 7 
ee 111.5 112.9 1,4 6 . 
Schlii. Seer ane 112.8 113.2 1.4 5 4 
ee ae 112.6 113.9 1.3 6 

ee eee 115,2 116.3 1,1 5 7 
a a 111.5 112.9 1,1 6 


des Hochgebirgsaufepthalts der betreffenden Versuchspersonen an 
gegeben. Beim Vergleich des Reaktionstyps mit der Dauer des Hoch 
gebirgsaufenthalts ergibt sich zunichst die Tatsache, daB die Fail 
welche mit Erhéhung der Oberflachenspannung reagiert hatten 
durehweg erst relativ kurze Zeit im Hochgebirge lebten. Im Gegensatz 
dazu hielten sich die Personen, welche mit Erniedrigung der Ober 
flachenspannung reagierten, schon wesentlich langer im Hochgebirge auf 
Die Versuche ergeben einwandfrei: 

1. Die Oberflachenspannung des Serums wird durch Ultraviolett- 
bestrahlung in vivo beeinflnBt. Ob es sich um rein qualitative oder 
auch um’ quantitative Anderung der SerumeiweiSkérper handelt, 
laBt sich bei der Versuchsanordnung nicht einwandfrei entscheiden 
Doch ist kaum anzunehmen, daB in der kurzen Zeit zwischen Be- 
strahlung und Blutentnahme EiweiBkérper etwa aus dem Stratum 
germinativum in das Blut tibertreten und die quantitative Zusammen 
setzung desselben verindern konnten. Ob die Umgestaltung der kollo- 
idalen Struktur der SerumeiweiBkérper rein physikalisch-chemischer 
Natur ist oder ob auch rein chemische Prozesse mitspielen, ist nicht 
sicher zu entscheiden, aber wohl anzunehmen (Kroefz). 

2. Die Versuchspersonen, welche erst relativ kurze Zeit im Hoch 
gebirge lebten, reagierten mit Erhéhung der Serumoberflachenspannung 
Versuchspersonen mit lingerem Hochgebirgsaufenthalt mit Erniedrigunyg 
Ob es sich hier um die Wirkung von Anpassungsvorgingen handelt 
muB dahingestellt bleiben, der SchluB liegt jedenfalls nahe, bei den 
vielen analogen Beispielen gerade der Hochgebirgsphysiologie. Fest 
zustellen ist noch, daB irgend ein Zusammenhang zwischen der Pig 
mentation des bestrahlten Hautgebietes und der GréBe oder Richtung 
des Reaktionsausschlages nicht beobachtet werden konnte. 

Mit der Feststellung der kolloidalen Zustandsanderung der in vivo 
bestrahlten SerumeiweiBkérper scheint mir experimentell die Briick: 
geschlagen von Strahlentherapie zu Proteinkérpertherapie. KJinisch 
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Einwirkung des Ultraviolettlichtes auf die Serumkolloide. ag 


man beide in ihren Effekten lingst in Parallele gesetzt. Bekannt 
< die Stérung des Wasserhaushalts nach Ultraviolettbestrahlung und 
Proteinkérperinjektion (zunichst strémt Wasser in das Blut 
in, dann folgt Eindickung des Blutes), ferner die Verschiebung des 
lonengleichgewichts im Blute (Kroetz), ferner der lahmende EinfluB 
vif das Warmezentrum (Bier) und neuerdings auch die Beschleunigung 
der Blutkérperchensenkung (Leicher), die Erhéhung des Priacipitin- 
md Agglutinintiters (Koenigsfeld) und die von Colebrook, Eidinow, 
Hill, Bannermann festgestellte Vermehrung der Bakterizidie. Die 
Wirkung der Ultraviolettbestrahlung diirfte folgendermaBen zu_er- 
kliren sein: Die absorbierte Strahlenenergie wird schon in den Haut- 


kapillaren transformiert, wahrscheinlich nicht nur in physikalisch- 
chomische Energie (Erhéhung der Dispersitat bedeutet Energie- 
speicherung), sondern auch in rein chemische (Strukturumlagerung, 
Speltung und Paarung irreversibler Art). Die so veranderten Serum- 
ciweiBkérper rufen, wenn sie mit den tibrigen hochdispersen, oberflachen- 
aktiven Kolloiden des Gesamtorganismus in Reaktion treten, jene 
Allgemeinwirkung hervor, die wir kennengelernt haben als Effekte 
sowohl der Ultraviolett bestrahlung als auch der Proteinkérperinjektion. 
So wirken beide im Sinne der Kolloidtherapie (Luithlen, Widal) tiber 
eine mehr oder weniger ausgeprigte lokale oder allgemeine kolloido- , 
klastische Krise. -Reizvoll ist, da3 auf dem Wege der Strahlentherapie 
sich so Perspektiven in Richtung exakt dosierbarer unspezifischer 
Reiztherapie eréffnen. 


Zusammentassung. 


1. Durch Ultraviolettbestrahlung in vivo wird die Oberflachen- 
‘pannung des Blutserums verandert. Experimentell ist damit eine 
Briicke geschlagen zum Verstandnis der Ultravioletttherapie als Analogon 
der Proteinkérpert herapie. 

2. Die Versuchspersonen, welche erst kurze Zeit im Hochgebirge 
lebten, reagierten mit Erhéhung der Oberflachenspannung. Solche, 
die schon langere Zeit im Hochgebirge lebten, reagierten mit Er- 
niedrigung. Es wird an die Wirkung von Anpassungsvorgingen gedacht. 
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« Georg Rosenfeld (Breslau). 
ofl 
lOlogy (Eingegangen am 7. September 1927.) 
itt 
mm Die Skizze, die ich als eine neuerdings zu Ende gefiihrte, im Jahre 
79 1910 begonnene Arbeit vorlegen méchte, betrifft das Gebiet der Ge- 


schwulstentstehung. 


Vor diesen 17 Jahren gab es drei Theorien: Die Ableitung der Ge- 
schwulst von embryonalen Keimen, die Entstehung durch wiederholte 
teizwirkungen und eine Art Infektionstheorie. In diesen Jahren sind 
hochbedeutende Entdeckungen iiber dieses Thema gemacht worden; die 
Reiztheorie ist durch die Réntgen-, Teer-, Arsen- und Paraffinkrebse 
gestiitzt worden, die Embryonaltheorie durch die Erzeugung bésartiger 
Tumoren von Askanazy dureh die Einspritzung von Embryonalbrei bei — ; 
arsengefiitterten Katten, die parasitare Theorie durch die Krebse, die 
Fiebiger mit Spiroptera, einer Filiariaart, erzeugt hat, die von anderen bei 
Cysticercus, bei Bilharzia gesehen worden sind*. Diese parasitaéren Krebse 
sind keineswegs als Infektionsgeschwiilste aufzufassen, denn nirgendwo 
sind in ihnen die Parasiten nachweisbar gewesen: sie sind nichts als Reiz- 
tumoren, bei deren Entstehung die Parasiten die Reize fiir die Gewebe 
waren, aus denen die Tumoren — analog wie die Teerkrebse entstanden. 

Diese Vielzah! der Ursachen hat also die alte Zweiteilung der Ursachen 
nicht geandert; es bleibt bei der Entstehung der Tumoren aus wachsenden 
Zellen, seien es Regenerationszellen, wie sie der Reiz erschafft, sei es aus 
embryonalen Zellen, Gebilden, die ihre enorme Wachstumskraft den Tumor- 
zellen stets nahegestellt hat. 

So ware alles nahezu beim alten. Aber der wesentliche Fortschritt 
ist in anderen Erkenntnissen zu suchen; es wird an den Tumorzellen die 
Entspezifizierung als das Wichtige angesehen; sie dienen nicht oder meist 
nicht dem Aufbau eines Organs, wie es normale Regenerations- und normale 
Embryonalzellen tun, es sind nach Fischer-Wasels Ausdruck kataplastisch 
veranderte Zellen, Zellen, die sich chemisch (durch K-Uberschu®B, durch 
Abanderung der Phosphatide, der Fermente), die sich physikalisch (in 
Permeabilitat, Oberflachenspannung, in Beschaffenheit der kolloidalen 
Dispersion), die sich im Stoffwechsel (Atmung und Garung) unterscheiden. 


1 Vortrag, gehalten in der medizinischen Sektion der Schlesischen 
Gesellschaft fiir vaterlandische Kultur am 17. Juni 1927. 

2 Die wichtigen Arbeiten von F. Blumenthal, 4. Stoffwechselkongreb, 
5S. 16, Berlin 1924, mégen hier auBer Betracht bleiben. 








102 G. Rosenfeld: 


Eben auf dem letzten Gebiete haben ja die Entdeckungen War? 
vezeigt, daB die Krebszelle die Eigenschaft besitzt, sich in anaerobiotise! om 
Leben durch Garung, und zwar Milchséiuregérung, zu erhalten; sie js: 
imstande, von allen Geweben die gréBte Milchsturbproduktion zu entfa 

Gerade dic¢se kataplastische Abanderung “Her Krebszelle in alley 
tichtungen gilt als ihr Kennzeichen: z. B. uu gleicher Milchsiiir, 
produktion ist die Embryonalzelle nur im Zustande der Erstickuny 
befahigt. Und so bietet die Frage der Unterschiedlichkeit oder der 
Gleichheit zwischen Krebszelle auf der einen Seite und der Regeneratios 
oder Embryonalzelle andererseits noch immer ein Interesse dar. Wenn 
also 1909 Hess und Sazl behauptet haben, daB Krebszellen und km 
bryonalzellen die Unfahigkeit zu verfetten gemeinsam hatten, so ist 
das heute noch ein Thema, das im Rahmen des Kataplasieproblems 
eine gewisse Aufmerksamkeit verdient, denn nur funktionelle Unter 
schiede haben sich zwischen Krebs- und Embryonalzelle ergeben: Der 
morphologische Standpunkt ist noch etwa der von Virchow: daB diy 
feinsten Teile des Carcinoms ,,sich nicht wesentlich vom primitiven 
Gewebe des Embryos unterscheiden’, oder der Hansemanns, dal 
isolierte Carcinomzellen nicht von irgend einer anderen Zelle unter 
scheidbar seien. So ist es wirklich angebracht, die Carcinomzelle aut 
etwaige spezifische Funktionseigenheiten zu_priifen. 

Hess und Sazl haben bei ihren Untersuchungen in dieser Richtung! 
sowohl bei den Zellen der Tumoren wie der embryonalen Organe dix 
Fahigkeit, Verfettung unter bestimmten Bedingungen zu zeigen, vermift 
und sehen in dieser funktionellen, wenn auch pathologisch funktioncllen 
Gleichheit eine Stiitze der Cohnheimschen Lehre. 

Hess und Saal haben also zunichst die Anschauung gewonnen 
daB Carcinomzellen nicht auf Phosphor verfetten. Die Autoren haben 
das in erster Reihe durch Phosphorvergiftungen an Carcinom-Miausen 
und -Ratten studiert. Sie fanden, wenn sie solchen Tieren mehrer 
Tage Phosphor injizierten, zwar Verfettung der Leber usw., aber beim 
Rattensarkom, auch beim Miusecarcinom keine Osmiumfettschwarzuny 
Bei letzterem waren die Tumorzellen ganz fettfrei, dagegen die Wander 
zellen mit Fett erfillt. Die Autoren haben noch den anderen Weg 
benutzt, welchen die Untersuchungen von Mavrakis* gezeigt hatten 
Wenn man Phosphor in physiologischer Kochsalzlésung der Leber 
eines eben getéteten normalen Tieres injiziert, so tritt bei alsdann 
eingeleiteter Autolyse wahrend einiger Stunden eine intensive mikro 
skopisch verfolgbare Verfettung auf, welche lediglich auf einem Sichtbar- 


' Leo Hess und Paul Saxl, Zur Kenntnis der spezifischen Eigenschatten 
der Carcinomzelle, Beitrige zur Carcinomforschung, herausgegeben von 
H. Salomon, H. 1, Berlin-Wien 1909. 

? Arch. f. Anat. u. Phys. 1904, S. 95. 
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, rden des Fettes beruht. Hess und Saal injizierten gelben Phosphor 
in Leber, Niere, Herz, Hoden, Magen, Darm von normalen Tieren und 
fanden stets nach 6- bis S8stiindigem Aufenthalt der in physiologischer 
Kochsalzlésung (unter Toluolzusatz) suspendierten Organen im Brut- 

rank mehr oder minder starke Osmiumreaktion. Wurden aber 
Raitensarkome oder Mausecarcinome in gleicher Weise behandelt, so 
blieben sie volistandig von Osmiumschwarzung frei. Auch bei mensch- 
lichen Lebercarcinomen fanden sie das gleiche Freibleiben von Fett - 
kérnchen bei den Tumormassen, wihrend das umgebende normale 
Lebergewebe Osmiumreaktion zeigte. 

In gleichem Verfahren untersuchten die Autorenembryonale Organe, 
id zwar verglichen sie Nieren der Embryonen von Meerschweinchen 
und Kaninchen unter Phosphorautolyse mit Nieren und Leber der 
Muttertiere. Dabei fanden sie in den embryonalen Nieren keine Spur 
von Osmiumschwarzung. 

So kommen Hess und Sazl zu dem Schlusse, daB es eine Eigen- 
tiimlichkeit der Embryonalzelle ist, in gleicher Weise wie die Carcinom- 
zelle jene Zellreaktion, die auf Phosphorzusatz eintritt, vermissen zu 
lassen. 

Die Autoren haben den Weg nicht eingeschlagen, die Verfettung 
der embryonalen Organe am tragenden Tiere zu untersuchen. Sie sagen: 
Auf eine intravitale Phosphorintoxikation konnte von vornherein 
nicht eingegangen werden.’ Die Erklarung hierfiir diirftg wohl in der 
Schwierigkeit der Materialbeschaffung zu suchen sein. In der Tat ist 
es sehr schwer, eine systematische Reihe solcher Experimente anzustellen, 
denn sichere Ergebnisse sind wohl nur am Hunde zu erwarten, und 
bei der Hiindin ist die Diagnose der Graviditat und deren Dauer nicht 
ohne Schwierigkeiten, ganz abgesehen von der Umstandlichkeit , tragende 
Hiindinnen zu erhalten. 

Trotz dieser Schwierigkeiten gelang es, allmahlich geniigend Material 
zusammenzubringen, um diese Frage in dieser Hinsicht zu untersuchen. 
Der erste Fall war eine Vergiftung mit Phlorrhizin. 

Nr. J. 87. Hiindin wiegt nach fiinftaégigem Hunger am 28. Juli 1909 
%5ikg. Sie erhélt am 28. und 29. Juli je 2,0g Phlorrhizin und an beiden 
Tagen zusammen 150 g¢ Gelatine, ohne zu erbrechen. Sie wird am 30. Juli 
vormittags durch Verbluten getétet. 

Sie ist tragend und offenbar dicht vor dem Wurtf; die fiinf kleinen 
Hunde bewegen sich lebhaft und quietschen, als sie aus der Amnionblase 


entfernt sind. 
Von vier dieser Hunde wird die Leber entnommen, getrocknet und 
in vierstiindiger Atherextraktion der Fettgehalt bestimmt. 


Hund 1, Leber, feucht lig 3.65 g trocken, enthalt 2,67°,, Fett, 
os @& - a log 3,7 zg - i 3,021° 


ne 3, i ‘“ l6ég=—3.8 g = = 2,34° = 
_ 4, - * l4g 3.7 zg és in 2,97 °, 
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Diese Fettprozentzahlen stehen im scharfsten Gegensatz zum | 
gehalt der miitterlichen Leber. 


Leber der Hiindin wiegt feucht 210g, davon 70g feucht 
trocken, enthalt 28,5°, Fett. 

Hier ist die zehnfache Menge von dem in den fétalen Lebern enthalt« 
Fett zu konstatieren. 

Es kann in diesem Falle keine Frage sein, daB keine Verfettung 
Fétenlebern eingetreten ist, denn weniger Fett als in ihnen kann gar n 
enthalten sein. Im Gegenteil ist es gewiB erlaubt, diese Lebern als ..norma 
fetthaltige Fétenlebern*: anzusehen. 

Dieser erste Entscheid in Richtung der Hess-Sazischen Angabe) 
konnte aber kein definitiver sein, denn dazu ist das Phlorrhizin ein 2) 
mildes Agens. In den angewandten Dosen entzieht es das Glykogen 
mit m&Biger Energie — veranlaBt ja auch nur eine mittlere Leberverfettung 
in der Mutterleber, und schwerlich reicht seine Wirkung bis an die Glykoge: 
bestande des Fétus heran, in der Art, daB die nétigen Phlorrhizinmengey 
die Féten erreichen, obzwar das Phlorrhizin in Spuren im Amnionwasse1 
nachweisbar war —. Nun ist aber Glykogenentziehung die unerlaBlicly 
Vorbedingung fiir das Zustandekommen einer Verfettung'. Wenn ma) 
sich des Phlorrhizins bei der Lésung des Problems von der Verfettuny 
embryonaler Zellen bedienen will, so wire es ratsamer, eben geworfern 
Hunde zur Untersuchung zu verwenden, denn auch sie sind noch ganz 
und gar aus embryonalen Zellen zusammengesetzt, und fiir sie muB noc! 
gelten, was fiir Féten gilt, soweit es die Zellnatur betrifft. Zugleich wird 
die verfettende Kraft des Phlorrhizins véllig ausreichen. 

J. 91. Neugeborener Hund erhalt am 17. August 1909 60 mg Phlorrhizin. 
am 18. und 19. August je 0,1 g Phlorrhizin subkutan unter Hunger und 
wird am 20. August 1909 durch Chloroform getétet. Gewicht des Tieres 
320 g, Gewicht des Felles 72 g 20 g trocken, der Kérper des Hiindchens 
200 g feucht 43 g trocken, Gewicht der Leber 15 g feucht 3,6 g trocken, 
Fett im Kérper 8,78°,, im Fell 10,56°,, zusammen 5,879 g Fett, Fett in 
der Leber 15,14°,. 

Ob hier eine Verfettung eingetreten ist, ist erst dann zu entscheiden 
mdéglich, wenn Untersuchungen an nicht vergifteten Tieren iiber den 
normalen Fettgehalt der Fétenlebern vorliegen. 

Zunachst sind als solche wenn Kleinheit des Fettgehalts die normale 
Beschaffenheit beweist —- die Lebern von J. 87 aufzufiihren. 

Ich verfiige noch iiber einen Fall einer traéchtigen, nicht vergifteten, 
gefiitterten Hiindin. 

K. 68 wird im Futter etwa 2 Tage vor dem Wurfe getétet. Sie enthalt 
vier Féten, die durch lautes Schreien und starke Bewegungen ihre Lebens 
fahigkeit beweisen. , 

Die Lebern von | und 2 werden zusammengenommen (Féten I), sowie 
die von 3 und 4 (Féten IT). 

Fétenlebern I 28g feucht = 7g trocken, enthalten 3,66°, Fett, 
Fétenlebern II 26g feucht = 7g trocken, enthalten 3,08°, Fett. Diese 
Zahlen beweisen, da8 auch die Zahlen von J. 87 normal sind. Am 5. Mai 1927 


1 Immer im Sinne von Fettinfiltration zu verstehen, da Verfasse! 
eine fettige Degeneration nicht anerkennt. 
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le einer 2 Tage hungernden trachtigen Hiindin durch Bauchschnitt der 


lterus mit acht wurfreifen Féten entnommen. Die Lebern wurden in zwei 
ppen zusammengefabt untersucht. 
U. 1. Lebern | bis 4 feucht 90g, trocken 21,1 g. Fett 2.64 ' 

N 6,2%. 


Lebern 5 bis 8 feucht 80 g, trocken 19,6 g. Fett 2,96°., N 6.31%. 

Das Mittel des Fettgehalts der 16 normalen Foétenlebern ergibt sich also 
ws J. 87, K. 68 und U.1 als 2,91°%, Fett. 

Gehen wir jetzt an die Erérterungen anderer Vergiftungsversuche 
yy trachtigen Tieren. 

Bei der Hiindin K.7 liegt ein Versuch vor, der orientieren soll, ob 
Gelatine die Fahigkeit hat, die durch Natrium benzoicum bewirkte Leber- 
verfettung aufzuheben. Die Hiindin wiegt nach fiinftagigem Hunger am 
20. Oktober 1909 9 kg. Sie erhalt am 20. und 21. Oktober je 9g Natrium 
benzoicum und die Halfte von 135g Gelatine (7,5 g pro Kilogramm und 
lag) und wird am 22. Oktober 1909 nachmittags getétet. Fett ist reichlich 
vorhanden. Die Hiindin enthalt vier gut entwickelte Féten, welchen die 
Lebern entnommen werden. 

Die Féten wiegen 390g feucht, trocken 60g, die Fétenlebern 32 ¢ 
feucht, trocken 8,5 g, enthalten 8,88°, Fett und 7,17 N. 

Die Leber der Mutter wiegt 180g, 70g davon feucht 23 ¢ trocken, 
enthalten 27,72°, Fett und 11,06°, N. 

Hier finden wir zwar nur den dritten Teil der Fettmengen, welche 
bei der Mutter auftreten, aber doch viel héhere Zahlen als bei den Normal- 
tieren. 

Die noch zur Verfiigung stehenden Beobachtungen sind vier Phosphor- 
vergiftungen. 

K. 57 ist eine Hiindin, die mit viel zu geringen Phosphordosen be- 
handelt worden ist. Die Mutter zeigte weder klinisch die Symptome der 
Phosphorvergiftung deutlich, noch war der Fettgehalt der Leber des Mutter- 
tieres hoch genug; es fanden sich nur 19,28°, Fett in der Lebertrocken- 
substanz. 

Die Lebern der fiinf Jungen wogen 69g feucht IS ¢ trocken und 
enthielten 5,16°, Fett. 

Hier ist die Fettzahl der Fétenleber zu unbedeutend erhéht, um eine 
sichere Beurteilung zuzulassen'. 

Bei K. 62 ist die Phosphorvergiftung von intensiver Wirkung gewesen. 
Die Leber des Muttertieres (372 g¢ schwer) enthalt 78,52°, Fett in der 
Trockensubstanz. 

Die Lebern der fiinf Féten wogen 110g feucht 21g trocken und 
enthielten 13,78% Fett. 

Damit haben wir eine Vermehrung des Fettes in den Fétenlebern auf 
das 4%4fache des normalen Prozentgehalts erreicht. 


1 Es ist auch nicht absolut ausgeschlossen, daB die Tiere durch ein 
einmaliges Trinken an der Mutter ihren Leberfettgehalt erhéht haben. 
Bei allen anderen Tieren sind die Muttertiere vor dem Wurf entweder 
getétet worden oder gestorben. 
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Bei K. 65 hat die Leber der Mutter durch Phosphorvergiftung « 


Fettgehalt von 
Die Lebern 
und enthalten 


der 
10,50°, 


Fett. 


45,30°,, der Trockensubstanz. 
acht Féten wiegen 140g feucht 20,05 g tro« 


Wiederum das 3',fache der Norm an Fett in den fétalen Leber 


K. 66 ist eine tragende Hiindin, die der Phosphorvergiftung s: 


nach 4 Tagen erlegen ist. 


Fett. Die 


Lebern des ersten 


Darum hat die Leber des Muttertieres nur 33,7 
und zweiten Fétus wiegen zusammen 


feucht 9g trocken und enthalten 9,06°, Fett. 
Die Lebern des dritten und vierten Fétus wiegen zusammen 
feucht 8g trocken und enthalten 11,32°, Fett. 


Das gleiche Ergebnis der Fettvermehrung wie vorher! 


Stellen wir nun auch noch die Fettprozente bei den vergifteten | 


zusammen, so erhalten wir 9,78°, 


Nun kann 


noch 


itm 


Mittel. 


der Versuch J.91 am neugeborenen Hunde d 


gerechnet werden, dann wiirde die Mittelzahl 10,061°, betragen. 





ail Creneraltabelle. 
Fett in der Leber 
Nr der Mutter der Féten 
ISD 2.67 
- 28.5 3.02 ' 
J. 87 l 285 ry | Phlorrhizin, Féten nicht verfettet 
28.5 2.97 
a 28.5 3.66 
K. 68 285 3°08 , 
. ; 98 5 2 64 | Norma 
‘ | 98.5 2.96 
Mittel 2.91 °%, Fett in der Leber 
K. 7 SSS Natr. benzoic. 
K. 57 5,16 (ungenitigende Dosis) 
K. 62 13.78 | 
kK. 65 10.50 ‘ 
906 Phosphor 
K. 66 | ss hl 
\ 11,326 
J. 91 15,14 Neugeborener, Phlorrhizin 


* Ohne K. 57 11,48 °/o. 


Wir sehen also, daB8 durch die geschilderten Vergiftungen eine Ver 
mehrung des Fettes in der Leber der Féten von rund 3°, auf rund 10 
erreicht wird, d.h. von einem embryonalen Organ, der Leber namlich, 





Mittel 10,06°,* 


ist nachgewiesen, daB es verfettet. 


Es kénnte der Glykogengehalt der Hundeféten die Prozentzahl de- 
Fettes stérend beeinflussen, denn es ist denkbar, da®B durch das Schwinde: 
des Glykogens die absolut gleiche Fettmenge mit 
Bei meinen Untersuchungen an Kaninchenféten habe ich alle: 


erscheint. 


dings niemals so hohe Glykogenwerte gefunden (in maximo 2,7°, im ganze! 
Fétus!), daB ihr Wegfall die Prozentzahl bei gleichem absoluten Fettgeha!: 


héherer Prozentzali! 











Vertetten embryonale Zellen * 10; 


vesentlich beeinflussen kénnte'. Da®B nun die Prozentzahlen fiir die Leber 

Féten iiberhaupt so niedrig liegen, hat seinen Grund sowohl in den 

! niedrigen Anfangswerten des Fettes in der Fétenleber und dann darin, 

es dem Gifte wahrscheinlich sehr schwer fallt, in geniigender Menge 

len Fétus einzudringen und den Glykogengehalt herabzusetzen. Selbst 

hungernden Muttertiere kénnen Kaninchenféten noch Reste von Glykogen 
ilten, wenn das Muttertier schon glykogenarm oder -frei ist. 


\ 





Glykogen 
Fe Nahrung in der Mutter in den Féten 
Leber Kérper °/, ‘ 
lrichtiges Kaninchen III . . 0 0 0.03 0.15 
” Fas 0 0.132 0.108 0,254 


Also selbst der Hunger wirkt nicht gleich stark glykogenentziehend 

Mutter und Féten. 

Bei Erwaigung dieser Umstiande sind die erhaltenen Leberfett- 
zahlen ein Zeichen fiir die Verfett ungsméglichkeit der fétalen Hundeleber. 
In Betracht kommt auch das geringe Quantum Fett, das in den Féten 
iiberhaupt zur Fettwanderung verfiigbar ist: Ist doch in dem ganzen 
neugeborenen Hiindchen der gesamte Fettvorrat noch kaum 6g, so 
daB es eigentlich wunderbar genug ist, daB bei ihm tiberhaupt eine 
Fettwanderung in die Leber zustande gekommen ist*. 

Es ist nun nicht schwer, die Dehiszenz zwischen den, Befunden 
von Hess und Sazl und den meinigen aufzukliren. 

Sie haben embryonale Organe mit der durch Phosphor nach Jacob ys 
Vorgang verstirkten Autolyse behandelt und keine Verfettung gesehen. 


1 Eine Uberlegung verdient folgende eigenartige Tatsache bei den 
Fétenlebern. Wenn man die Analysenzahlen von U. 1 und K. 7 betrachtet, 
so finden wir einen N-Gehalt von U. 1:6,2°, und 6,31% und 2,64°, Fett, bei 
K. 7: 7,17°%, N und 8,88°, Fett. Rechnet man nun den Eiweibgehalt nach 
dem gewodhnlichen Ansatz N mal 6,25 aus, so ergibt sich bei U. 1 rund 
6,3 x 6,25 39,4°,, EiweiB 2.6°, Fett 42°, statt 100%. 

Was sind die fehlenden 58°, % Glykogen auf keinen Fall, auch nicht 
Inosit! Ebenso ist die Rechnung bei K. 7 44,.8°. EiweiB, 89°, Fett 

53,.7°, statt 100°,. Auch hier fehlen 47°,, die bisher unerklarlich sind. 

Aber auf die Berechnung der Fettprozente haben sie keinen Einflub, be- 

el sonders da U. 1 ein normales, K. 7 ein verfettetes Tier ist. Bei der Mutter K. 7 
) mit 27,.7°, Fett und 69,1°, EiweiB ist ein Rest nicht vorhanden! 

ch, 2 Man kénnte auch die Frage aufwerfen, ob das Fett der Fatenlebern 

vom wandernden Fett der Mutter herstammt; aber in diesem Falle wiirde 

des wohl die Fettmenge in den Fétenlebern, z. B. bei K. 62 mit 78°, Fett, in 

ion der Mutterleber héher zu erwarten sein; freilich hangt das von den Glykogen- 

riickstaénden in der Fétenleber ab. Die Fettinfiltration beim Neugeborenen 

er J. 91 spricht einigermaBen dagegen. Im iibrigen ist es belanglos, woher 

die Fettinfiltration kommt; wenn sie nur da ist, beweist sie die Méglichkeit 


ihres Entstehens. 








108 Gi. Rosenfeld: Verfetten embryonale Zellen ? 


Es wird nun aber durch diesen Modus kein Fett neu erzeugt oder ) 
hingezogen, sondern nur vorhandenes sichtbar gemacht. Es hanide|t 
sich nur um eine Phanerose des Fettes. Und natiirlich nur eines Teiles 
des vorhandenen Fettes. Denn niemals sehen wir auch nur annahernd 
das ganze vorhandene Fett. Ist nun der Fettgehalt so niedrig, wix 
bei den embryonalen Lebern der Fall ist, knapp 3%, so ist gar kein 
Chance vorhanden, daB von diesem Minimum etwas sichtbar gemac}1 
wird. Das diirfte die wahrscheinlichste Erklarung fiir die Differenz iy 
den Meinungen der beiden Autoren und von mir sein!?. 

Ob das Ausbleiben der autolytischen Phanerose der von Hess 
und Sazl gewaihlten Tumoren auf der gleichen Fettarmut beruht 
weiB ich nicht; ich aber habe bei Lebermetastasen des Menschen 
23°, Fett gefunden, so daB auch bei diesen die Verfettungsméglichkeit 
erwiesen ist. DaB es eine Phanerose bei menschlichen Tumoren gilt 
ist durch die Tatsache bekannt, daB Virchow, wenn nicht primo loco 
so doch secundo loco seine Lehre von der fettigen Degeneration mit 
dem Studium der Krebszelle begriindete. Aus diesen Untersuchungen 
ergibt sich in Analogie der Hess- und Saxlschen Anschauungen ein 
gewisse funktionelle Gleichheit der Tumor- und Embryonalzellen 
freilich nicht in dem Sinne, daB beide nicht verfetten, wie es Hess und 
Saxl wollen, sondern daB im Gegenteil beide der Fettinfiltration zu 
gangig sind. 


Merkwiirdigerweise findet sich in der Arbeit von Hess und Saal ei: 
mit meinem Resultat iibereinstimmender Passus: sie sagen, daB bei En 
bryonen von Kaninchen und Meerschweinchen nahe der Reife die Lebe1 
sich ungemein haufig als verfettet erwies. 
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Die partielle Hydrolyse des Populins zu Saligenin 
und Benzoylglucose durch ein Enzym der Taka-Diastase. 


Von 
Torao Kitasato. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 11, Se ptember 1927.) 


Zu den Glucosiden, die aus mehr als 2 Bestandteilen bestehen, 
zahit das Populin, CygHg Og. Es soll von Mandel-Emulsin nicht an- 
vegriffen werden'. Unter nicht definierten Bedingungen, bei Digestion 
der Substanz mit faulem Kase, soll eine Spaltung in Saligenin, Glucose 
und milchsaures Calcium stattfinden'; eine schwache hydrolysierende 
Kraft besitzt nach E. Bourquelot und H. Hérissey? das Emulsin aus 
Aspergillus niger, doch ist nicht festgestellt, welche Spaltungsprodukte 
es hervorbringt, da die Autoren nur auf den Eintritt von Reduktions- 
vermégen geachtet haben. Nun ist das Populin sicherlich ein Mono- 
benzoyl-salicin, d. h. ein Benzoat des Saligenin-glucosids, C,,H,.0,, 
also ein Vertreter der auch sonst in der Natur beobachteten benzoylierten 
Kohlenhydrate, zu denen Benzoate der Pentoside, ferner die Benzoyl- 
glucuronsiure sowie die Benzoyl-glucose selbst gehéren. Bei der Zu- 
sammensetzung des Populins ware es theoretisch méglich, daB der 
Benzoylrest an der freien Alkoholgruppe des Saligenins (0o-Oxy-benzy]- 
ukohols) haften wiirde; denn Populin entsteht synthetisch durch 


-CH,OH 
Benzoylierung von Salicin (Saligenin-glucosid) 
-O- Cg Hy, O; 
Da sich aber das Populin durch Oxydation in das Benzoat des Helicins 
-COH 
oder Salievlaldehyd-glucosids C,,H,,.0, iiber- 


*O°C€* H,, O; 


fiihren 1aBt und umgekehrt auch durch Reduktion des Benzoyl-helizins, 
das unzweifelhaft eine freie Aldehydgruppe enthilt, gewinnen laBt, so 


1 Biochem. Handlexikon 2, 620, 1911. 
2 E. Bourquelot und H. Hérissey, C.r. 121, 693, 1895. 
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ergibt sich daraus, daB der Benzoesiure-rest im Populin nicht am 
Aglykon, sondern am Traubenzucker-radikal haftet. 

Da, wie gesagt, bislang eine durchsichtige enzymatische Hydrol yx; 
des Populins nicht bewerkstelligt war, die rein chemische Zerlegung 
mit verdiinnten Sauren! aber zu Glucose, Benzoesiure und Saliretiy 
dem Verharzungsprodukt des Saligenins, gefithrt hat, wahrend die 
alkalische Spalt ung? mittels Barytwassers Benzoesdéure und das Glucosid 
Salicin lieferte, so ist es bisher nicht méglich gewesen, etwas iiber cic 
Verkniipfung des Zucker-restes mit der Benzoesiure zu erfahren 

Nach den Untersuchungen des hiesigen Instituts finden sich » 
viele hydrolysierende Enzyme in der Taka-Diastase vor; ich konnte 
nun feststellen, daB die japanische Taka-Diastase ein Ferment enthdlt 


das Populin unter Abspaltung von Saligenin zerlegt. Die Ausbeute ay 
Saligenin ist nahezu quantitativ; sie betrigt 96°, der theoretischen 
Méglichkeit. Als zweites Spaltungsprodukt des Populins entsteht dabei 
eine Benzoyl-glucose, die allem Anscheine nach verschieden von der be. 
kannten, in der Natur vorkommenden Mono-benzoyl-glucose, dem 
Vacciniin = CgH,,O,.C,H,;O, ist. Es ist mir bisher wohl die Ab- 
scheidung des Saligenins in reiner Form gelungen, nicht aber die der 
Benzoyl-glucose. Der benzoylierte Zucker diirfte gegen das Ferment - 
gemisch der Taka-Diastase nicht vollkommen resistent sein; stets trat 
nimlich auch ein Teil der Benzoesiure in freier Form auf. Es scheint 
demnach, daB in der Taka-Diastase ein auf Benzoylzucker eingestellt es 
Enzym vorkommt in ahnlicher Weise, wie hierin auch ein auf dic 
Benzoyl-aminosiuren als wirksam erkamites Ferment zugegen ist* 

Zieht man die mit Taka-Diastase digerierte und dann filtrierte 
Lésung des Populins mit Ather aus, so nimmt dieser Saligenin und et was 
freie Benzoesiure auf. Diese beiden Substanzen lassen sich dadurch 
trennen, daB man den Abdampfriickstand des Athers in Wasser lést 
mit Barytwasser versetzt und gleichzeitig Kohlendioxyd einleitet. 
Nach Filtration kann man nunmehr mit Ather reines Saligenin aus- 
schiitteln, wihrend sich benzoesaures Barium in der wasserigen Lésung 
befindet. 

In der mit Ather urspriinglich extrahierten wisserigen Fliissigkeit 
hinterbleibt die Mono-benzoyl-glucose. Verdampft man die Lésung 
in vacuo und nimmt abermals in Wasser auf, so kann man auch die 
letzten Reste des auBerordentlich schwer léslichen, event uell ungespalten 
gebliebenen Populins entfernen. Bei erneuter Konzentration ~ der 
wisserigen Lésung und Extraktion mit 80°, igem Alkohol gewinnt man 


1 E.O. v. Lippmann, B. 12, 1648, 1879. 

2 Piria, Ann. de Chim. et de Phys. (3) 84, 280, 1852. 

3 C. Neuberg und K. Linhardt, diese Zeitschr. 147, 372, 1924; C. Hopper'. 
ebendaselbst 149, 510, 1924. 
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Lisung des Benzoylzuckers, die durch wiederholtes vorsichtiges 
\bdampfen zur Trockne und durch erneute Behandlung mit Alkohol 
Bestandteilen des Fermentpraparats weitgehend befreit werden 
<ann Kristallisiert habe ich das Glucose-benzoat nicht darstellen 
kénnen; denn es ist bei der beschriebenen Art der Isolierung immer 
«h von freier Glucose begleitet. DaB aber Glucose-benzoat darin 
nthalten ist, ergibt sich daraus, daB nach alkalischer oder saurer Ver- 
seifung vorher nicht im freien Zustande zugegen gewesene Benzoesiiure 
osvelést und isoliert werden kann. Auch der Versuch, durch Hefe den 
freien Zucker fortzuvergaren und Benzoyl-glucose tibrig zu behalten, 
fiihrte bisher nicht zu einer reinen Substanz. Wohl gelingt es, den 
freien Zucker zu vergiren und Benzoylglucose tibrig zu lassen; denn 
- 1aBt sich zeigen, daB nach erfolgter Einwirkung von Hefe noch Benzoe- 
siure in gebundener Form anwesend ist und aus dem Gemisch nur so 
viel Zucker vergoren wird, als vorhanden gewesener freier Glucose 
entspricht. Die Menge der, wie gesagt, nur in Lésung nachgewiesenen 
Benzoylglucose betragt 45°, der Theorie. 

Jedenfalls ist in der Taka-Diastase ein Ferment! enthalten, das 
Populin angreift und seine partielle Zerlegung in Saligenin und Benzoy]- 
siucose bewirkt. Diese beiden Verbindungen sind so zum ersten Male 
ils Produkte einer gestuften enzymatischen Hydrolyse des Populins 
gewonnen. 

Experimentelles, 

5g fein gepulvertes reines Populin (F. 178 bis 179°) wurden in 
einer Glasstépselflasche mit 500 ccm Wasser, 10 g Taka-Diastase sowie 
jeem Toluol vermischt und im Brutschrank bei 37° unter oftmaligem 
kriftigen Schiitteln und Zerkleinerung sich zusammenballender Populin- 
kérner aufbewahrt. 

Als Kontrolle wurde eine 2°,ige Taka-Diastase-lésung, der 1°, 
Toluol zugegeben war, unter gleichen Bedingungen belassen. 

Am niichsten Tage gab bereits eine Probe der Lésung die Eisen- 
hlorid-Reaktion auf freies Saligenin; diese Reaktion wurde mit jedem 


Tage starker, waihrend sich der Populinniederschlag allmahlich véllig 


uifléste. Gleichzeitig nahm das Reduktionsvermégen der Lésung zu. 
ind nach 5 Tagen war das Maximum der Reduktion mit Fehlingscher 
Loésung erreicht. 

Die Fliissigkeit wurde nunmehr im Extraktionsapparat mit Ather 
susgezogen, die atherische Lésung sodann abgedampft, der Riickstand 


' Versuche, andere, bisher enzymatisch nicht spaltbare Glucoside, 
2. B. auch das gegen Emulsin angeblich resistente Mono-benzoyl-helicin, 


mit Taka-ferment zu zerlegen, sollen gelegentlich im hiesigen Institut 


wsgefiihrt werden. 
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in Wasser aufgenommen und mit Barytwasser alkalisch gemaci 
Darauf wurde Kohlendioxyd in die Lésung eingeleitet und die dure 
Filtration von Bariumcarbonat befreite Lésung wiederum mit At}e; 
extrahiert. Der Abdampfriickstand des Athers bestand aus Salige; 
es schmolz nach der Sublimation bei 85°. Ausbeute 1,4 g¢ oder 
der Theorie. Die Mischprobe mit reinem Saligenin ergab keine Schny 
punktserniedrigung. 

Der wisserigen Lésung wurde nach Ansiuerung durch Salzsiiun 
mit Ather Benzoesiure entzogen, die nach einmaliger Sublimat io) 
den Schmelzpunkt 121° aufwies. Ausbeute 0,6 g oder 42 °,, dertheoret isc 
aus Populin abspaltbaren Menge. 

Die urspriingliche wiasserige Lésung enthielt Glucose und Benzo 
glucose; sie wurde nach der Filtration kurz aufgekocht, um eine weit er 
Einwirkung der Taka-Diastase zu verhindern. Nach dem Abdampfe; 
in vacuo wurde der Riickstand mit 80°%igem Alkohol ausgezoge) 
Nach mehrmaligem Abdampfen und Extrahieren wurde der Riickstand 
in wenig Wasser aufgenommen und die filtrierte Lésung dann aut 
100 cem aufgefiillt (Lésung A). 

Die Kontrolle (Taka-Diastase-lésung) wurde ganz ebenso behande!t 
(Lésung B). 

1. 50cem der Lésung A wurden mit 2°%iger Schwefelsiur 
6 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht. Dadurch wurde Benzox 
siiure abgespalten, von der nach Extraktion mit Ather 0,32 ¢ ode: 
45°, der im Populin urspriinglich als Ester vorhandenen Quantit it 
Benzoesaure erhalten wurden. 

2. Von den beiden Lésungen A u. B wurden je 10,0 cem mit }: 
0.5g Unterhefe Patzenhofer im Eudiometer bei Zimmertemperat 
vergoren. 

An CO, (korrigiert nach der Kontrolle, in der etwas dem Ferment 
priparat entstammender Zucker vorhanden war) wurden 24,0 bzw 
28.0 cem gefunden. 

Diese Mengen CO, entsprechen 0,0976 bzw. 1,138 g Glucose oder 
46°, baw. 54°, der im Populin steckenden Zuckermenge. 

Die aus 5g Populin in der beschriebenen Weise gewonnene und 
vergorene Lésung wurde filtriert, kurz aufgekocht, im Vakuum ein 
geengt und mit 80°,igem Alkohol extrahiert. Nach dem Abdampfen 
des Alkohols hinterblieb ein Sirup, der an Ather keine Substanz abga! 
Der Sirup léste sich leicht in Wasser, verdiinntem Alkohol, aber nicht 
in Ather, auch nicht in Aceton und Essigither. Eine Probe ent wickelt: 
nach Zusatz von alkoholischer Kalilauge sofort den Geruch des Benzoe 
siure-iithyl-esters. Die Substanz reduzierte auch Fehlingsche Mischung 


stark. 
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|/.9 der wasserigen Lésung dieses Sirups, also = 10,0 cem, wurden 
mit der gleichen Menge n NaOH versetzt und in der Kilte stehenge- 
lassen. Nach einem Tage wurde die Fliissigkeit mit Salzsiure angesiuert 
und mit Ather extrahiert; in diesen gingen 0,065 g Benzoesiiure oder 
45°, der méglichen Menge iiber. Die wiasserige Liésung lieferte mit 
essigsaurem Phenylhydrazin d-Glucosazon vom Schmelzpunkt 202 
his 204°. 

25 cem der Lésung jenes Sirups, die mit der gleichen Menge n/10 
NaOH gemischt worden war, spaltete nach einem Tage mit der 
schwacheren Lauge nur 0,0125 g = 0,05°, der Benzoesiure ab. Dann 
wurde mit Salzsiure genau neutralisiert und mit Hefe vergoren; dabei 
entwickelten sich 3,5cem CO, (korrigiert), die 0,0569g Glucose in 
10) cem anzeigen. Die der frei gewordenen Benzoesdure entsprechende 
Menge Glucose sollte fiir die gesamte Lésung (= 100ccm) 90,0746 g 
ausmachen. Also betrug die durch Verseifung frei gemachte Menge 
Traubenzucker 76°, der aus dem Benzoat-wert berechneten Quantitat. 
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Die Hydrolyse der Proteine durch Siuren und Alkalien. 


Von 
J. S. Jaitschnikow. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der I. Moskauer Staat- 
universitaét und aus dem Analytischen Laboratorium der Padagogise}), 
Fakultaét der IT. Moskauer Staatsuniversitat.) 


(Eingegangen am 12. September 1927.) 


Das Molekiil der Proteine ist eins der kompliziertesten ; dafiir sprich 
das hohe Molekulargewicht, die kolloidale Natur der Proteine und di: 
groBe Zahl der Abbauprodukte (Aminoséuren). Die Kompliziertheit 
des Proteinmolekiils bietet erhebliche Schwierigkeit sowohl fiir di 
Erkenntnis seiner Struktur, als auch bei den Untersuchungen seiner 
Spaltung, besonders vom Standpunkt der Kinetik 

Anzuerkennen ist die Kompliziertheit der Proteinmolekiile, e: 
muB jedoch bemerkt werden, daB diese Tatsache im hohen Grade 
iibertrieben oder nicht ganz richtig erlaiutert wird. 

Die Kompliziertheit des Proteinmolekiils kann durch Polymerisation 
der einfacheren chemischen Verbindungen erklart werden. Sie wird 
noch durch Aschebestandteile, durch Salzbildung usw. vermehrt 
Aber das Hauptglied des Proteinmolekiils ist wahrscheinlich nicht so 
kompliziert, wie man es gew6éhnlich meint. 

In den Versuchen, die weiter angefiihrt werden, wurde erprobt 
an Untersuchungen der Sdure- und Alkalihydrolyse der Proteine vom 
Standpunkt der Kinetik zu zeigen, daB die Spaltung der Proteine bei 
erster Anniherung den einfachen GesetzmaBigkeiten unterworfen ist 
so wié die Spaltung seiner Abbauprodukte, der Peptide. Es ist gleich 
giiltig, ob wir hier die klassische Theorie der Polypeptidstruktur ces 
Proteinmolekiils (Z Fischer) oder die neueren Ansichten von .V. ) 
Zelinsky und W.S. Ssadikow und £. Abderhalden annehmen, da dic 
Diketopiperazinspaltung auch den einfachen GesetzmaBigkeiten unter 


worfen ist. 
In unseren Versuchen wurde die Séure- baw. Alkali-Spaltung 


oder die Spaltung mit der einen und mit der anderen bei verschiedenen 
Temperaturen und Konzentrationen ausgefiihrt. 
wurden untersucht: 2, 5-Diketopiperazin, Glycyl-glycin, Pepton un: 
Proteine (Albumine, Casein, Edestin, Glutin, Elastin, Keratin und 
Seide). 
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Die Spaltung des 2, 5-Diketopiperazins und der Dipeptide ist 
nomolekular. Fiir die Peptone und Proteine ist die einfache Forme! 


‘ » x Ba9 , , . 
on Schiitz- Borisoff, K . giltig(K = Konstante, x = die Menge des 
Ve 


yespaltenen Proteins, t= Dauer). Bei enzymatischer Proteinspaltung 
wird das Prinzip von Schiitz-Borisoff auch haufig beobachtet. Wir 
glauben, daB diesem analog die Anwendbarkeit dieser Formel auch 
bei der Séure- bzw. Alkalihydrolyse auf die Saure- und Alkalibindung 
durch Proteine, auf eine Bildung der nichtbestandigen Zwischen- 
verbindungen mit Saéure oder Alkali weist. Unsere Versuche der Protein- 
spaltung durch n/5 Saéuren und Alkalien bestatigen diese Vermutung. 
Die Bildung der salzartigen Verbindungen mit Saéuren und Alkalien 
verursacht die Abweichung von der einfachen monomolekularen Formel 
zu der nicht minder einfachen Formel von Schiitz- Borisoff. 

Es ist schwer, sich vorzustellen, daB das sehr komplizierte Molekil 
durch Enzyme, Saéuren und Alkalien nach einer so einfachen Gesetz- 
maiBigkeit gespalten wird. Man kann vermuten, da8 ein kompliziertes 
Polymeres zu Beginn der Hydrolyse in Monomere gespalten wird unter 
Bildung der Zwischenverbindungen mit Sauren oder Alkalien, und 
dann wird dieses einfache Monomere weiter gespalten. Das ist einer 
der Falle, wenn die erwartete Reaktion der hohen Ordnung zu einer 
Reaktion der niedrigen Ordnung entschieden aufgelést wird. 


Experimenteller Teil. 
1. Die Spaltung des 2, 5-Diketopiperazins. 

Eine n/10 Diketopiperazinilésung in n/5 Salzsiure wurde bei 10° im 
Laufe von 14 Tagen hydrolysiert. Von Zeit zu Zeit wurden Proben ent- 
nommen, die, mit n/5 Natronlauge neutralisiert, nach Sdrensen titriert 
wurden. Es wurde erhalten, auf 1cem der Diketopiperazinlésung berechnet: 

0 l 3 5 8 10 14 Tage 
0.2 0.3 0.3 O38 0,3 0.4 O4cem n/5 NaOH. 

In einem anderen Versuch wurde die Hydrolyse bei 100° im Laufe 

von 20 Stunden ausgefiihrt. 
0 \y, 1 2 3 5 7 9 11 13 
0,02 0,4 0,48 0,54 0,55 0,55 0,6 0,69 0,68 0,68 
15 17 20 Stunden 
0,68 0,68 0,68 cem n/5 NaOH. 

Im dritten Versuch wurde das Diketopiperazin durch n/5 Natronlauge 
bei 10° im Laufe von 10 Tagen hydrolysiert. Die mit n/5 Salzsiéure neutra- 
lysierten Proben wurden nach Sérensen titriert. Es wurde erhalten, auf 
leem der Diketopiperazinlésung berechnet: 

0 2 6 24 Stunden 
0 0,3 0,5 0,65cem n/5 NaOH; 
2 3 5 7 10 Tagen 
0,75 0,8 0,8 0,8 O,8cem n/5 NaOH. 


&* 
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Auf diese Weise wurden bei der Saéurehydrolyse bei 10° 40°,, 
100° 68°, bei Alkalihydrolyse 80° des Diketopiperazins gespalt 
weiter ging die Spaltung nicht vor sich. Am Ende des Versuchs war 
Diketopiperazin nicht mehr nachzuweisen (die Reaktion mit Pikrinsa 
und Soda war negativ); daraus folgt, daB das Diketopiperazin bis zum Pe} 
(Glyeyl-glycin) vollkommen gespalten wird, die weitere Spaltung bis 
Aminosaéuren ist aber keine vollstandige. 

Es muB8 bemerkt werden, da8 die Spaltung mit Laugen viel schnello: 
als mit Séuren vor sich geht. Die Reaktionsordnung habe ich nicht bestimm:: 
Liidtke* hat gezeigt, daB die Reaktion erster Ordnung ist. 


2. Die Spaltung des Glycyl-glycins*. 

Glycyl-glycin wurde durch n/5 Salzséure gespalten; die Konzentratic 
des Peptids war n/10, die Temperatur — 10°; die Geschwindigkeit de: 
Hydrolyse wurde durch Formoltitrierung nach Sdrensen kontrolliert 
Hierzu dienten Proben von je 10 cem, die vor der Titrierung mit n/5 Natro: 
lauge neutralisiert wurden. Es wurden folgende Resultate erhalten. 





Dauer, t °/9 der Spaltung, Jo des Ungespaltenen “ i log 
Tage 2 (a — 2) r 10 5 

0 0 100,00 — 
3 5,88 94,12 0,008 77 
7 12.74 87.26 0,008 451 

10 17,65 $235 0,008 43 

11 19,61 80,39 0,008 62 

15 21,57 78,43 0,007 04 


a 100,0 ®, 
In einem anderen Versuch wurde die Hydrolyse bei 100° ausgefiilirt; 
es wurden Proben zu je 5cem entnommen; sie wurden neutralisiert wid 
wie oben titriert. 





Dauer, ¢ °/9 der Spaltun . 1 

Std r ” . t logio a—z 
0 0 
1 4.0 0,017 73 
2 8.0 - 0,018 1i\ 
3 12,0 0,018 51 
5 20,0 0,019 38 
8 40,0 . 0,027 73 
12 68,0 0,041 24 
15 100.0 

a = 100.0% 


Die Reaktion war in beiden Fallen nahezu monomolekular. Di 
Spaltung des Glycyl-glycins durch Natronlauge wurde folgendermaben 
ausgefiihrt. Eine n/20 Glycyl-glycinlésung in n/5 NaOH wurde bei 100° 
hydrolysiert und das abgespaltene Glykokoll nach Sdérensen titriert. Dazu 
dienten Proben von je 5ccm, die mit n/5 Salzséure neutralisiert wurden 
Es wurden folgende Daten erhalten: 


1 Hoppe-Seyle: 141, 100, 1924. 
2 Ber. 56, 2226. 
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Dauer, t o der Spaltung, k = 1 logio a 
Std z t a z 

0 

l 44.0 0,251 81 

2 60.0 0.198 97 

3 76,0 0,206 60 

5 100.0 

7 100.0 

a 100.0%, 


In einem anderen Versuch war die Konzentration des Glycyl-glycinsn, 10; 
» ibrigen Bedingungen stimmten mit denjenigen des vorstehenden Ver- 


suchs tiberein. 





Dauer, ¢ ®/) der Spaltung, K 1 _ a 
Std. z S10 oe 

0 

1 8.0 0.036 21 

2 18,0 0,043 10) 

3 26,0 0.043 595 

5 40.0 0.044 37) 

7 46,0 0.038 23 

a 100.0 °, 


Die Spaltung durch Alkali geht schneller als mit Saure vor sich und 
ist nahezu monomolekular. 


3. Die Hydrolyse des Peptons. 
Eine 1°%ige Lésung des Peptons wurde durch n Natronlauge bei 10, 
37, 70 und 100° hydrolysiert; die Proben (5 ccm) wurden mit n Salzséure 
neutralisiert und nach Sdrensen titriert; die erhaltenen Daten wurden auf 
leem der Peptonlésung berechnet. 





Bei der Titrierung gebrauchte ; r 
Temperatur Dauer, ¢ n/5 NaOH in com auf 1 com Kx = 
berechnet (2) he 


10° 2 Tage 0.03 0.021 
~ 0,06 0,030 
Bs « 0.08 0.027| i 
16 :, 0,12 0.030 
2 (. 0.13 0,026 
37 1 Stunden 0.02 0.020 
4 " 0,08 0,040) 
i) - 0.13 0,043} 
70 1 ¥ 0.04 0,040 
4 . 0,10 0,050) 
9 . 0.16 0,053} 
100 1 i 0,07 0.070 
4 0,17 0,085) 
9 " 0,26 0,087! 


Die Spaltung der Peptone geht somit nach der Regel von Schiitz- 


Borisoff vor sich. 
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4. Die Hydrolyse der Proteine. 


Die 1%igen Proteinlésungen in n Saéuren oder n Laugen wurden 


verschiedenen 


mit n Lauge bzw. n Séure neutralisiert 
Die erhaltenen Daten wurden auf 
Die Resultate sind in der Tabelle zusammengefaBt. 


Soérensen titriert. 
berechnet. 


Temperaturen hydrolysiert. 


Die 


und mit 


Proben 


(5cem) wurde 
n/5 Natronlauge nac} 
leem der Lés: 





Bei der Titrierung ver: 
Ja OH 





Deo Protein | Die Sere |Tempenetar) Onver | bemuctte nis NOOH ks = 2 
Std. berechnet (7) 
Albumin HCl 37° 1 0.02 0.02 
2 0,10 0.071 
- 4 0.14 0.070\ 
6 0.18 0,073) 
y 0,24 0.080 
11 0,28 OAS4 
NaOH 37 1 0 
4 0.04 0.02 
9 0.08 0.027 
12 0.10 0.026 
" “ 70 1 0,06 0.06 
4 0.10 0.050 
a) 0.13 0.043 
” 100 1 0.10 0,100 
4 0,16 0,080 
y 0,20 0.067 
.  « z J , 
Das Protein bo — Temp.| Std. zc | As> rhs - K, = log, 
Casein. NaOH 37° 1 0,06 0.060 
4 0,08 0,040) 
9 O12 £0,040 
12 014 0,040) 
” ~ 70 1 0,06 0.060 
4 0,08 0,040) 
9 014 6,047 
12 0.16 0.046] 
" . 100 1 014 0,140 
4, 0,16 0,080 
9° 0,18 0,060 
Edestin . HCl 37 1 0,04 0,040 0.112 0,027 12 
2 006 0,048 0,168 0,020 67| 
4 0,12 0.060 0,336 0,021 76 
6 0,20 0,082 0,560 0,026 10 
8 O18 0,064 0,504 0,017 26 
‘ . 70 1 0,08 0,080) 0,224 0,056 05 
2 010 0,071 0,280 0,035 64 ] 
4 016 0080! 0448 0.030 11 
6 0.24 0,098 0,672 0,032 67! 
i. i. 100 1 0,10 0,100 0,280 0,071 27 
2 (0,22 0,156 0,616 0,087 93 
4 066 0.330 1,848 0,741 54 





1,85 mg N 
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in diesen Versuchen gilt die Schiitz-Borisoffsche Regel. Fir 
Edestin ist auch die Reaktion erster Ordnung mehr oder weniger 

send; bei der Berechnung der Konstante nach der Formel 

l a 
. t Ie10g x’ 
wurde fiir a die N-Menge in Milligrammen in 1 cem der | °,igen Lésung 
yvenommen. Bei Stickstoffgehalt des Edestins von 18,5 % a = 1,85mg; 2’ 
wurde durch Multiplikation von x mit 2,8 gefunden, daB | cem n/5 NaOH 
28mg N entspricht. 

In anderen Versuchen wurde die Spaltung der 1 °%igen Protein- 
losungen durch n/5 Saéure oder Lauge bei verschiedenen Temperaturen 
ausgefiihrt ; die Proben (5 cem) mit n/5 Lauge bzw. Saure neutralisiert 
und mit n/5 NaOH nach Sérensen titriert; es wurde auf 1 cem der 
Losung berechnet. In diesen Versuchen wurde auch die Menge der 
fiir die Neutralisation des Hydrolysats verbrauchten n/5 Saéure oder 
Lauge festgestellt. Die Resultate werden in folgenden Tabellen 
zusammengefaBt (n ccm der zum Neutralisieren von leem der Lésung 
verbrauchten n/5 Saure oder Lauge, xcem der n/5 NaOH, die fiir die 
Formoltitrierung verbraucht wurden; ¢ Dauer in Stunden). 





Ss , z 
Das Protein = —_ Temperatur t n x Ks= Vi 

es a HCl 100° 0 1,0 0 

1 1.05 0.08 0,080 

1,02 0,14 0,070) 

9 1,02 0.2 0.067 | 
NaOH 37 0 0,92 0 

1 0.88 0.04 0.040 

4 0,82 0.06 0,030 | 

9 0.82 0,08 0.027 

16 0,82 0.1 0.025 

> 100 1 0,77 0.13 0,130 

4 0,7 0),.22 0,110 

q 0.61 0,24 0.080 
Casem... HCl 70 0 0.96 0 
1 0,92 0 

4 0.94 0.01 0,005 

4 0,94 0,02 0,007 

12 0,96 0.04 0.011 
” _ 100 0 0,96 0 

1 0,95 0,03 0,030 

4 1,00 0,05 0,025 


y 1,07 0,07 0.023} 
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Das Protein 


Casein . 


Keratin 


Seide 





Die Saure 
oder Lauge 


NaOH 


HCl 


Na OH 


NaOH 


Temperatur 


37° 


100 


100 


37 


100 


100 


70 


100 


woe KY © 


Ome 


~ 


oe a 


oreo Ore SO 


0 

0.02 
0,04 
0.07 
0.08 


0 
0,03 
0.05 
0.09 
0,10 


0 
0,04 
0.07 
0,12 


0,04 
0,07 
0,12 


0 

0,04 
0.04 
0.05 
0.07 


0,05 
0.06 
0,08 
0,09 


0.05 
0,07 
0,13 


0 
0,01 
0,02 
0,06 
0,08 


0 

0,02 
0.05 
0,13 


0 

0,03 
0.05 
0.09 


0 

0,10 
0,18 
0,21 


0.020 
0,020 
0,023 
0,023 


0.030 
0.0251 
0,030/ 
0.028 


0.046 
0,035 
0.040] 


0.040 | 
0,035 
0,040 


0.040 
0.020 
Oo) 7 


0.056 
0,036 y 
0,027 
0.026 


0.050 
0.035 
0,043 


0,010 
0.010 
0.022 
0,023 


0.020 
0,025 
0,047 


0,030 | 
0,025 
0,030 | 


0,100) 
0,090} 
0.070 
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Die Saure , , < Nmg=287)\,. 1 a 
Das “roteIm oder Lauge Temp. t n t Ks wa r’ Ky rast a 
tin HCl 100° =O 1,1 0 0 
1 0.98 0.02 0,020) 0.056 0,015 34 
0.04 0.020 0.112 0,007 81 
y 0.06 0.020 0.168 0.005 31 
12", - 0.14 0,040 0,392 0,009 87 
NaOH 100 0 10 60 0 
l 0.95 015 0,150 0.420 0.130 99 
27,,0,9 0,15 0,100 0.420 0.058 22 
4 O87 0.2 0.100 0.569 0,046 30 
61/, 0,87 0,3 0,120 0.840 0,051 11 
9 0.85 0,338 0.110 0.924 0.041 04 
a 1.613. 


Auch in diesen Versuchen geht die Spaltung mit n/5 Laugen schneller 
als mit n/5 Séuren vor sich, wie es schon bei Glycyl-glycin und Diketo- 
piperazin bemerkt wurde, doch langsamer, als mit n Lauge und n Saure. 


x siti - 
In der Mehrzahl der Fille wurde die Formel K Vi bestatigt. Fiir 
Elastin bei 100° ist auch die Reaktion erster Ordnung bis zu c*nentgewissen 
i l x 
Grade anwendbar (K S Igio 1); bei dem Stickstoffgehalt von 
a— 2x, 


Mis". G 1,61 mg; 2’ 28x 

In den Tabellen lenkt die Spalte n die Aufmerksamkeit auf sich 
Kubikzentimeter der n/5 Siure lLzw. Lauge, die fiir das Neutralisieren 
des alkalischen bzw. sauren Hydrolysats verbraucht wurden). Im 
Falle der Séurehydrolyse nimmt n am Anfang ab; dies besagt, 
daB am Anfang der Hydrolyse die Saéure durch Proteine gebunden 
wird. Bei der Alkalihydrolyse wird nicht nur am Anfang (Bindung 
von Alkali durch Proteine), sondern auch weiter beobachtet; dieses 
kann man dadurch erklaren, daB die entstehenden sauren Abbauprodukte 
Alkalilauge binden und ihren Titer vermindern. 








Uber die Reinigung des Chymosins. 
Von 
H. Liiers und J. Bader. 


(Aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie der Technischen H 
schule Miinchen.) 


(Eingegangen am 13. September 1927.) 


In einer friiheren Veréffentlichung berichteten H. Liiers wn 
A. Diem' iiber Versuche, welche zum Ziele hatten, das Labenzym nach 
den in der neueren praparativen Enzymchemie bewahrten Methoden 
in reineren Zustand tiberzufiihren. Es wurde dabei von einem fliissigen 
kauflichen Labpraparat ausgegangen, das eine Labungsstirke von 
etwa 1: 20000 hatte (d. h. 1 g Lab bringt unter normierten Bedingungen 
20000 g Milech zur Gerinnung), und auf dem Wege einer Reihe auf- 
einanderfolgender Adsorptionen und Elutionen eine Enzymlésung 
erhalten, deren Labungsstarke 1:7 Millionen betrug. Der Stickstoff 
gehalt wurde dabei von etwa 70%, Protein in der Ausgangslésung 
auf 6% in der gereinigten Enzymlésung herabgedriickt. 

Die vorliegende Arbeit bezweckte, den von Liiers und Diem er 
reichten Reinheitsgrad des Labenzyms noch zu verbessern. Da es 
wenig aussichtsreich erschien, auf dem Wege weiter fortgesetzter 
Adsorptionen und Elutionen wesentlich mehr noch zu erreichen, sollt: 
vor allem versucht werden, aus dem Kalbermagen selbst bereits einen 
reineren Enzvmauszug zu gewianen, als er in den kauflichen Labessenzen 
zugiénglich ist. An diesem Material soliten dann verschiedene Methoden 
der Vorreinigung versucht werden, worauf sich dann erst die Adsorption 
und Elution anzuschlieBen hatte. 


Experimentelles. 


Die Labbestimmungsmethode. 


Zur Bestimmung der Wirksamkeit des Chymosins wurde die von 
Liiers und Diem (|. c.) ausgearbeitete viskosimetrische Methode ver 
wendet. Wegen Einzelheiten sei auf die zitierte Arbeit verwiesen. Als 
MeBinstrument diente ein Ostwaldsches DurchfluBviskosimeter, dessen 


' Zeitschr. f. Milehkunde u. Milchwirtschaft 2, 405, 1925. 
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\Va--crwert bei einer Fillung von 16 cem und der Temperatur 35°, bei 
ier alle Labungen durchgefiihrt wurden, genau ™/, Sekunden betrug. 
Zur Labung wurde Trockenmileh von der Milechwerk G.m. b. H. 
Kempten, hergestellt nach dem Krause-Verfahren im Werk Schlachéers, 
verwendet. Je 5g dieser Milch werden mit 25 ccm Wasser homogen 
verruhrt, bis zum Beginn des Kochens erhitzt und durch ein Stuhltuch 
fltriert. 10eem der Milch werden in das Viskosimeter gegeben und 
nach Temperierung auf 35° so viel Enzymlésung bzw. Wasser! zugesetzt, 
bis das Volumen von 16 ccm erreicht ist, worauf durch kurzes Durch- 
blasen gemischt wird. In Abstanden von 2 Minuten wird mit der Stopp- 
hr dann die DurchfluBzeit ermittelt. Anfanglich nimmt die Viskositat 
infolye der Desaggregation der Caseinmicelle ab, um dann mit fort- 


«hreitender Gerinnung rasch anzusteigen. Jeder Versuch wird graphisch 
wsgewertet, indem auf der Abszisse die Ablesungszeiten, auf der 
(rdinate die DurehfluBzeiten in '/, Sekunden aufgetragen werden und 
damit die Labungskurve erhalten wird. Zur weiteren Auswertung 
wird aus der Kurve die zu einer willkirlich gewahlten Viskositat von 
” Sekunden gehérende Gerinnungszeit ermittelt und ihr reziproker 
Wert = K gesetzt. Nachdem Liiers und Diem (1. c.) nachgewiesen haben, 
daS Gerinnungsgeschwindigkeit und Labkonzentration umgekehrt 
proportional sind, bilden die K-Werte ein unmittelbares Ma8 der Enzym- 
konzentration. 


Um den Reinheitsgrad des Enzymmaterials zum Ausdruck zu 


a ; K ; 
bringen, bilden wir den Quotienten: — . , wobei 
Salzfreie Trockensubstanz 


beide GréBen natiirlich auf Lésungen gleicher Konzentration zu_be- 
ziehen sind. Bei den oft sehr niederen Konzentrationen der Enzym- 
lisungen an anorganischer Substanz ist besondere Sorgfalt auf eine exakte 
Bestimmung des anorganischen Salzgehaltes zu legen. Be Verwendung 
von Natriumchlorid in den Digestionslésungen l4Bt sich der Salzgehalt 
titrimetrisch sicher ermitteln, bei Verwendung von Phosphatlésungen 
(z. B. Elutionen) wurde die anorganische P,O, nach v. Lorenz ermittelt 
und daraus der wasserfreie Phosphatgehalt berechnet (s. Liiers und 
Diem, |. ¢.). Schwierigkeiten machte die Trockensubstanzbestimmung 
im Falle der Verwendung von Na-Acetat als Digestionsmittel. In 
diesem Falle hielten wir es fiir zweckmaBiger, zur Charakterisierung 
K 

des Reinheitsgrades den Quotienten — . ~ - 

Stickstofigehalt der Enzymlésung 


zu verwenden. 


! Gew6hnlich wurde | cem der unverdiinnten oder 1: 10 verdiinnten 
Lésung verwendet, nur bei enzymarmen Lésungen wurden bis 5 ccm 


zugesetzt. 
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Ermittlung der giinstigsten Extraktionshedingungen des Enzymes 
Die uns zur Verfiigung stehende Lablésung hatte folgende Fiye, 
schaften: 





—$—.. 


Trockensubst. Kochsalztreie ‘ F Reinheitsgrad 
——s K in 20ccmunverd. Trockensubst. N - 20 com K 
- 1: 100 Lésung in 20 ccm Lésung Osung . 
ry 8 mg Trockensubs: bea 
_— — a : 0,625 
1 0,0625 8,0737 4.966 143,19 1,258 


0.4966 


Nachdem der Reinheitsgrad dieser Lablésung sehr wenig befriediyt: 
wurde nach verschiedenen Methoden versucht, aus fein zerkleinerten 
getrocknetem Kalbermagen eine reinere Enzymlésung zu gewinnen 
Es wurde jeweils 1 g des Magens mit 50 ccm Lésungsmittel 12 Stunden 
unter Chloroformzusatz im Eisschrank extrahiert und iiber ein 
wohnliches Faltenfilter filtriert. Der reine Wasserauszug gab folgencd 
Werte: 





. ‘ Salzfreie N 
Versuch Ki: 10 Trockensubstanz ‘ Reinheitsgrad 
8 mg 
feted 0,0653 — 
2 0,0653 0,0838 27,126 * 779 


0,008 38 


In den folgenden Versuchen wurden die Angaben Hammarstens' 
nachgepriift: Der Magen wurde mit 0,l- und 0,2 %iger Salzsiiur 
extrahiert und das Filtrat genau mit Natronlauge neutralisiert. Dabei 
scheidet sich eine hyaline Fallung ab, die nach 24 Stunden abzentrifugier 
und soweit als méglich in Wasser gelést wird. Das Filtrat und di 
wiedergeléste Fallung werden analysiert : 





: Salzfreie , 
Enzymlésung Versuch K Trockensubstanz N Reinheitsgrad 
s mg 
Filtrat 8 0,128 2 0,2085 33,112 6,148 
oy ; ’ (1:10) 
0,1°%oige = geliste 4 011627!  0,0104 17,14 11,18 
Fallung (unverd.) 
Filtrat 5 0,147 05 0.1136 31,416 12,93 
0,.2°,ige HCI 35 
= 1018 | geloste 5 0,084 67 0,0098 17,85 8.64 
Fallung (unverd.) 


Versuche, die hyaline Fallung in 0,2 %iger HCl zu lésen und durch 
Halbsattigung mit Kochsalz oder Ammonsulfat wieder zu fallen, fiihrten 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 56, 23 bis 53; 94, 104; 74, 142; 102, 35 
108, 243; 121, 240. 
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inen greifbaren Resultaten hinsichtlich Enzymausbeute und 
i:nzymreinheit. 

Nachdem es Liiers und Diem gelungen war, mittels Phosphat- 
yuffern aus den Aluminiumadsorbaten reine Enzymlésungen zu er- 
rielen. sollte versucht werden, auf diesem Wege aus dem Magen selbst 
las Enzym zu extrahieren. Als Extraktionslésungen kamen m/15 
Phosphat puffer zur Verwendung: 





— . Phosphatfreie 2 
. As a Versuch Ri -w Trockensubstanz N Reinheitsgrad 

& mg 

4.5 i) 0,0505 0,0773 24,27 6,533 

6.25 10 0,0909 0,0893 26,41 10,18 

6,46 11 0.1215 0,0843 27,26 14.13 

6,97 12 0.1031 0,0876 29,97 11,77 

9.18 13 0,0699 0,0878 26,41 7,96 


In methodischer Beziehung ist hier zu erwahnen, daB die Enzym- 
jsungen, bevor sie der Milch zur Labungsbestimmung zugegeben wurden, 
uf kolorimetrischem Wege durch Saure oder Lauge jeweils auf das py 
der Milch (6,4) eingestellt wurden. 


Ays den Versuchen 1laBt sich ersehen, daB eine Extraktion des 
labmagens mit Phosphatpuffer von py 6,46 bereits zu einer bemerkens- 
wert reinen Enzymlésung fiihrt. Von Interesse ist auch die Feststellung, 
daB Reinheitsgrad und Stickstoffgehalt der Ausziige fast parallel 
vehen, was man besonders bei graphischer Darstellung, auf die ver- 
zichtet wird, erkennen kann. 

Eine weitere Versuchsserie sollte den Wert des in der Praxis der 
labbereitung viel verwendeten Chlornatriums als Extraktionsmittel 
beleuchten. Die Ergebnisse zeigt folgende Tabelle: 











Salzfreie ; 
Lésungsmittel Versuch Ki: 1 Sa N —- 
& me 
5 eem 10°/,ige NaCl-Lisung 14 0.15388 01984 31,4 7,756 
24150 , 5% ige - 15 0.1589 0,0871 25,7 15,94 
£140 , 10%, iges NaCl 
Az + 10cem Alkohol. .. . 16 0.1234 0,1180 18.5 — 10,45 
231/40 cem 5°, iges NaCl 
+10cem Alkohol. .. . 17 0,125 0,0959 19,3 13,04 
5°),ige NaCl-Lésung 96 Std. 
Ee Fa eee ek 18 0.1905 0.1158 20,7 16,57 


Das beste Ergebnis hatte also der letzte Versuch (18) gezeigt, 
hei welchem der Magen einer Selbstverdauung unterworfen wurde. 
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Es lag nahe, durch kiinstlich gesteigerte Verdauung des Magens 

der Einwirkung proteolytischer Enzyme, und zwar des Pankreatiy. 
(pu = 7,17) des Papains (pq = 5,0) und des Pepsins (pq = 4.0. ¢iy 
niedrigeres py vertragt das Lab nicht) zu noch héheren Enzymaushe wt 
zu gelangen, jedoch bewies der Versuch das Gegenteil. Beim Pepsin 


a 0.1247 : , 
versuch war der Reinheitsgrad — == 4.86 und beim Papainversic} 
0,02564 
0.0283 ee : 
0,715, wahrend beim Pankreatinversuch tiberhaupt kein 


0,0396 
Labung mehr eintrat. 

Da spiter eine Vorreinigung des Enzyms durch Fallen mit Ble 
acetat versucht werden sollte, wobei Chloride hinderlich sind, wurdey 
noch einige Extraktionen mit Na-Acetat angesetzt. Da durch di 
Sommerferien zwischen diesen und den letzten Versuchen mehren 
Monate lagen, waihrend welchen Milch und Magen gealtert waren 
wurde, um den AnschluB zu gewinnen, der Versuch 18 nochmals 
wiederholt. 





Salzfreie | 
Lésung Versuch K-10 oo ibe — 
z | mg 
* 
5% ige NaCl-L isung 965 bei 25°C 19 0,0739 | 0,0904 | 12,719 8,175 
5%iges NaAcetat 125 bei 5°C . 22 0,0862 0,1164 13,657 7,40 
5%iges ns 96h , 25°C 23 0.1280 0,1091 16,32 11,74 
5% iges m (40 cem) 
10 cem Alkohol 125 bei 5°C . 24 0,0505  0,0521 | 9,23 9,44 
5% iges Na-Acetat (40 cem) 
10 com Alkohol 965 bei 25°C . Es trat keine Labung mehr ein 


Demnach hatte von allen Versuchen das giinstigste Ergebnis 
eine Selbstverdauung des Magens mit 5 %iger Na-Acetatlésung er 
geben. Es sollte deshalb diese Enzymlésung als Ausgangsmateria 
fiir die weiteren Versuche dienen. 


Vorreinigung des Enzyms. 


Zunachst wurde versucht, die EiweiBstoffe der Enzymlésung mit 
Bleiacetat zu fallen. Da aber Bleiacetat schon in sehr geringer Meng: 
selbst Gerinnung der Milch verursacht, muBte es peinlich aus den 
Lésungen entfernt werden. Die Enzymlésung wurde mit Bleiacctat 
im UberschuB gefallt und das Filtrat durch H,S vom Blei befreit 
Der Schwefelwasserstoff wurde mit CO, vertrieben. Die aus 50 cen 
Lésung stammende Bleifaillung wurde in 50 ccm Wasser suspendicrt 
mit H,S zerlegt, filtriert und ebenfalls das H,S mit CO, ausgetrieben 
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Salzfreie 
—_ , Trocken- N Reinheits- 
Enzymlosung Versuch ee substanz ; —} 
2 mg 
riltrat der Bleifallung . . 25 0,0654 0,0652 16,41 1,00 
Zerlegte Bleifallung . . . 26 0.0609 0.01382 6.48 3.66 


Die Resultate sind ungiinstig und lassen sich wohl auf eine Schi- 
digung des Enzyms durch Schwefelwasserstoff zuriickfiihren. Die 
BleieiweiBfallung wurde deshalb mit einem Phosphatpuffergemisch 
von pa 6,97 30 Minuten unter Eiskiihlung eluiert: 





Phosphatfreie 
Versuch Ki-.w oe N Reinheitsgrad 
& mg 
Phosphatelution . . 27 0,0433 0,0485 11,79 8,79 


Da auch dieser Versuch noch kein befriedigendes Resultat lieferte, 
wurde nur mit so viel Bleiacetat gefallt, daB im Filtrat kein UberschuB 
daran vorhanden war. Das Filtrat sowie die Phosphatelution der 
Fallung wurden untersucht: 





Salzfreie 
Versuch K See N Reinheitsgrad 
& mg 
ae 28 0,10 0,1350 14,79 74 
(1:10) 
a ere 29 0,0291 0,087 1 3,4 7,84 
unverd. 


Das Ergebnis war also auch sehr wenig befriedigend. 

Bei den folgenden Versuchen wurde anstatt der saizfreien Trocken- 
substanz zur Reinheitsgradermittlung der Stickstoffgehalt in Rechnung 
gesetzt, da der Acetatgehalt nur rechnerisch ermittelt werden konnte 
und damit mit erheblichen Unsicherheiten belastet war. 

Um weiter zu kommen, sollte jetzt versucht werden, das Eiweib 
der Enzymlésung mit Bleiacetat im UberschuB zu fallen und sofort 
durch Zugabe tiberschiissigen sekundiren Natriumphosphats einerseits 
das tiberschiissige Blei aus der Lésung zu entfernen, andererseits ein 
Pu herzustellen, bei dem das Enzym aus dem Bleieiweib-Phosphat- 
niederschlag heraus eluiert wiirde. Je 50 ccm der durch 96 stiindige 
Selbstverdauung mit Na-Acetat erhaltenen Enzymlésung wurden mit 
25cem gesittigter Bleiacetatlésung gefallt und sofort mit 22,5 cem 
*/,; mol. Phosphatgemisch von py 6,97 versetzt. In zwei anderen Ver- 
suchen wurde mit */,,mol. und 2/,,mol. sekundiren Na-Phosphat 


/ 








128 H. Liiers u. J. Bader: 


versetzt. 30 Minuten wurde an der Turbine unter Eiskiihlung elyjey 
und dann filtriert. 





Enzymlésung Versuch Ki - 10 N Reir cits 

mg one 
Selbstverd. Na-Acetatldsung ... . 30 0,106 4 13,31 0.0799 
Kluiert mit ‘/, mol. Na-Phosphat . . 31 0,091 7 10.97 0.0836 
» » Iss . — 32 0,070 9 10,04 0.0706 
. » Phosphatpuffer py 6,97 . 33 0,042 37 8.668 0.0488 


Das beste Resultat lieferte also die Elution mit reinem sekundirey 
Phosphat, die Enzymlésung hatte ein pq von 6,71. Sie gab mit Tannin 
noch deutliche EiweiBfallung. Versuche, nun mit Tannin das Enzym 
an Eiweibkérper gebunden niederzuschlagen und aus der Fallung es iy 
reinem Zustande zu eluieren, schlugen fehl. Es gelang wohl, das Enzyn 

fallen, jedoch versagte die Elution vollkommen. Wir begniigten 
uns deshalb mit dem in Versuch 31 erzielten Resultat und stellten dem 
gema8 fiir alle weiteren Adsorptions- und Elutionsversuche unsere 
Enzymlésung folgendermaBen her: 





2g fein zerkleinerter Kalbermagen werden mit 100 cem 5°, iger 
Natriumacetatlésung 96 Stunden im Brutschrank bei 25°C unter 
Chloroformzusatz extrahiert und filtriert. 50 cem des Filtrats werden 
mit 5 ccm gesattigter Bleiacetatlésung gefallt und sofort 45 cem */,. mol 
Na-Phosphat zugegeben. 1. Stunde wird dann an der Turbine unter 
Eiskiihlung eluiert und filtriert. Die Verdiinnung dieser Enzymlésung 
betragt 1:2 
Adsorptionsversuche. 
Das zu den nachfolgenden Adsorptionsversuchen benétigte Alu- 
miniumhydroxyd wurde nach den Angaben Willstdtters' hergestellt 
100 cem der Tonerdesuspension enthielten 0,642 g Al,O 5. Die Suspension 
wurde den Enzymlésungen durch AusflieBenlassen aus der Pipett: 
cunter langsamem Umriihren und Vermeidung von Schiitteln und Schaum. 
bildung zugegeben. 


Die zur Adsorption ebenfalls benétigte Kaolinsuspension wurde 
ebenfalls nach dem Vorgange Willstdtters® bereitet. Sie enthielt 0,673 g 
Kaolin in 10 cem. 


Ermittlung des optimalen Adsorptions-py fiir Aluminiumhydroxyd. 


Zu je 40 ccm vorgereinigter Lablésung, deren pg mit n/2 Milch 
saure variiert wurde, setzte man 32 cem Aluminuimhydroxydsuspension 


1 Liebigs Ann. 422, 72. 
® Zeitschr. f. phys. Chem. 133, 200. 
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| lieB 4, Stunde die Adsorption vor sich gehen. Dann wurde 
hort zentrifugiert und die Lésung auf ihre Labungsstarke untersucht. 


ss 





Pu | Versuch | ry Pu Versuch Tennent. 
4.0 36 0,0735 5,47 40 0,0175 
4,29 37 0,0300 5,77 41 0,03820 
4,88 38 0,0137 6,48 42 0,103 
5,17 39 0,0126 


Darnach liegt das Optimum der Adsorption fiir die Tonerde- 
adsorption bei pu 5,1. Deshalb wurde fiir alle weiteren Adsorptions- 
versuche das pa der Enzymlésung zuerst auf 5,1 kolorimetrisch ein- 
gestellt. Selbstverstiéndlich wurden zur Labungsbestimmung alle 
Lisungen vorher immer auf das py der Milch (6,4) zuriickgebracht. 

Voradsorption: Es sollte jene Tonerdemenge ermittelt werden, 
ie Begleitstoffe wegadsorbiert, aber die Hauptmenge des Enzyms 


in der Lésung 1laBt. Zu diesem Zweck wurden zur vorgereinigten, auf 
py 5.1 eingestellten Enzymlésung kleine, aber steigende Mengen Ton- 
erdesuspension gegeben, eine halbe Stunde adsorbiert, zentrifugiert 
und die Lésung analysiert. 





Al, Og 
Suspension Versuch Ri : 10 N Reinheitsgrad 
com mg 
0 43 0.1199 12.44 0,095 
2 44 0,117 10,08 0.116 
45 0,072 9,76 0,074 
6 46 0,060 9,69 0,062 


Das Ergebnis ist, daB durch eine Voradsorption mit 2cem Al, QO, 
auf 20cem unverdiinnter Enzymlésung eine Erhéhung des Reinheits- 
grades eintritt. 

Erste Adsorption’ mit AL,O,. 

60 ccm der vorgereinigten Enzymlésung (Verdiinnung | : 3) werden 
mit steigenden Mengen Al, 0,-Suspension und so viel Wasser versetzt, 
daB eine Verdiinnung 1: 10 eintritt, und 4 Stunde adsorbiert. Die 
zentrifugierte Lésung wird auf Labungsstarke gepriift: 





Aly Ox. N in 20 com 
Suspension Versuch Ki :2 unverdinnt 
ccm mg 
0 44 0.585 10.08 
5 47 0,121 8,776 
10 48 | 0,0282 7,672 
15 - 7.604 


Beim letzten Versuch mit 15 ccm Tonerdesuspension war quanti- 
tative Adsorption des Enzyms eingetreten. 
Biochemische Zeitschrift Band 190 9 
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Erste Elution. 


Von nun ab wird der Reinheitsgrad wieder durch den Quotient. 
aus K und der phosphatfreien Trockensubstanz ausgedriickt, da ny, 
kein Na-Acetat in den Lésungen mehr vorhanden ist. Als bestes Elut ions 
mittel haben bereits Liiers und Diem (1. c.) Phosphatpuffer von py — 6.97 
angegeben, das auch hier Verwendung fand. Je 6mal 60cem vor 
gereinigter und  voradsorbierter Enzymauszug 1:3 + 125 cq 
H,O + 15 cem Al,O,-Suspension werden nach der Adsorption zentrify 
giert, der Niederschlag an der Zentrifuge einmal mit Wasser gewaschen 
die einzelnen Adsorbate vereinigt und mit 120 cem Phosphat puffer 
von pu = 6,97 30 Minuten unter Turbinierung und Eiskiihlung eluiert 
Diese Elution entspricht in der Enzymkonzentration dem unverdiinnten 





Enzymauszug. 
5 ; Phosphatfreie 
Versuch Ki: 1 Nin 20ccm  Trockensubstanz Reinheitsgrad 
mg ] | 
49 0,1162 0,4272 0,0059 196,94 


Die gleiche Adsorption mit anschlieBender Elution wurde noch 
einmal unter Zusatz von 25% Alkohol, ein andermal unter Zugaly 
von 25% Aceton bei der Adsorption wiederholt, jedoch betrug der 
Reinheitsgrad nur 120,5 bzw. 2,08. 

Die obige erste Elution mit einem Reinheitsgrad von 196,94 ist 
bereits 156 mal reiner als ein kéufliches; fliissiges Labpraparat 


Zweite Adsorption mit Al,O,. 

Die erste Elution wurde mit n/2 Milchsaure auf py 5,1 eingestellt 
mit Wasser aufs doppelte verdiinnt und zu je 40 cem dieser Enzym. 
lisung steigende Mengen Tonerdesuspension zugegeben. Das End 
volumen war 200 ccm. Nach |, stiindiger Adsorption wurde zentrifugicrt 
und das Filtrat auf die Labungsstarke gepriift. 





Aly Oye ; 
Suspension Versuch Ki -2 
com 
0 0,581 
5 52 0,0334 
10 53 0,0131 
15 -- 


Es war also auch hier wieder mit 15 ccm Tonerdesuspension quan.- 
titative Adsorption eingetreten. 
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Zweite Elution. 

10 ccm erster Elution (1 : 2) vom pg 5,1 werden mit 145 ccm Wasser, 
heim zweiten Versuch mit 50 ccm Alkohol und 55 ccm Wasser, dann 
mit 15ceem Tonerdesuspension versetzt und 30 Minuten adsorbiert. 
Das zentrifugierte Adsorbat wird einmal mit Wasser gewaschen und 
mit 20cem Phosphatpuffer wie bei der ersten Elution eluiert. 


Das Ergebnis war folgendes: 





Phosphatfreie 
Versuch | Ki: 1 — | Reinheitegrad 
| 
& 

\{dsorption in wisseriger Losung, 

ie Rs sé te ee 54 0,0980 0,0040 245 
Adsorption in alkohol. Lésung, 

ie 4 st ew 55 0,0877 0,0029 302.4 


Dritte Adsorption mit Kaolin. 


Je 40 cem der vom Versuch 55 stammenden, auf py 5,1 eingestellten 
|: 2 verdiinnten zweiten Elution wurden mit steigenden Mengen Kaolin- 
suspension versetzt, das Gesamtvolumen auf 200 ccm gebracht und 


|, Stunde adsorbiert. Die Filtrate wurden auf ihre Labung gepriift. 





Kaolin: Kaolin. 
suspension Versuch Ki -2 suspension Versuch Ki -2 
com com 
0 0.4885 9 58 0.0276 
3 56 0,0775 12 59 0,0271 
6 57 0,0342 15 60 0.0261 


Das Enzym wird also vom Kaolin nicht quantitativ adsorbiert, 
steigende Mengen des Adsorbens bleiben wirkungslos. Es wurde noch 
versucht, ob eine Anderung des px die Adsorption giinstiger gestaltet. 





Kaolin- 


suspension PH Versuch Ki-2 
com 
12 | 5 61 0,0271 
12 4.58 62 0,9212 
12 4,00 63 0,0181 


Es gelingt demgemaB, durch Erhéhung der Aziditat die Adsorption 
viinstiger zu gestalten. 
Dritte Elution. 
Es wurde zunichst versucht, aus dem Kaolinadsorbat das Enzym 
mit n/100 und n/50 Sodalésung zu eluieren, jedoch erwiesen sich die 
Elutionen als véllig inaktiv. Dagegen erwies sich das nicht behandelte 


g* 
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Kaolinadsorbat noch als vollkommen wirksam. Das Enzym is! 
durch die schwach alkalische Reaktion der verdiinnten Sodalosiny 
bereits zerstért worden. Deshalb wurde die Elution mit den milde; 
wirkenden Phosphatpuffern versucht. 





Elutionsmittel /ersuc Ki: 1 


OF ee ee 64 0,0140 
2KH,PO, + 8 NagHPO, . 65 0,0662 
4 KH,PO, + 6 Na,HPO, . 66 0.0675 


Es wird also die Kaolinadsorption genau wie das Aluminiun 
hydroxydadsorbat vom Phosphatpuffer px = 6,97 am besten eluiert 


Es wurde nun die Elution eines aus wiasseriger Lésung und au 
25% iger alkoholischer Lésung erhaltenen Adsorbats mit Phosphat 
puffer durchgefiihrt : 





Phosphatfreie 
Trockens 
substanz 

2 


Reinheitsyrad 


Adsorption aus wisseriger Losung, 

dann Elution .. . 67 0,0670 0.0020 
Adsorption aus alkohol. Losung. 

dann Elution ..... o~ 68 0,0537 0,0015 


Der letzte Versuch mit einem Reinheitsgrad von 358 wurde nun 
einer 


vierten Adsorption mit Al(OH), und darauffolgenden vierten Elution 


unterworfen. 


Die dritte Elution konnte nach Einstellung auf pg 5,1 mit 7 cen 
Aluminiumhydroxydsuspension quantitativ adsorbiert werden. Di 
Phosphatelution lieferte folgendes Ergebnis 





~ Phosphatfreie 
Ki Trockensubstanz Reinheitsgrad 


8 
69 0,0534 0,0012 445 


Es war von Interesse, die Wirksamkeit dieser schon sehr reinen 
vierten Elution auch nach der technisch gebriuchlichen Soxhletschen' 
Methode kennenzulernen. lcem der unverdiinnten vierten Elution 
wurde bei 35°C zu 200g Milch vom Sauregrad 9 gegeben und unter 


1 Fleischmann, Lehrb. d. Milchwirtschaft. 
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Umrahren der Eintritt der beginnenden Gerinnung mit der Stoppuhr 
ermittelt. Es wurde eine Gerinnungszeit von 9 Minuten 28 Sekunden 
yefunden: 
20 cem vierter Elution enthalten 0,0012 g Trockensubstanz 
Sis = ” enthalt 0,000 06 g ma 
|g Trockensubstanz bringt dann 3333333 g¢ Milch in 9,466 Mi- 
yuten zur Gerinnung. Da beim Sozxhletschen Versuch die Gerinnungs- 
zeit von 40 Minuten normiert ist und zwischen Labungsgeschwindigkeit 
nd Enzymkonzentration direkte Proportionalitat besteht, hitte 
|g Enzym-Trockensubstanz 14,085 Millioneng Milch zur Gerinnung 
gebracht. 
Fiinjte Adsorption und Elution. 
Ohne weitere Vorversuche wurde nun noch mit der vierten Elution! 
eine fiinfte Adsorption mit 7 ccm Al(OQH),-Suspension vorgenommen 
md das Adsorbat mit Phosphatpuffer eluiert. 





Phosphattreie 


Versuch Ki: 10 Trockensubstanz Reinheitsgrad 
2 
70 0.0370 0.0008 462.2 


Wirksamkeitsbestimmung nach Soxhlet. 


200 cem Frischmilch vom Saéuregrad 9 werden von l ccm un- 
verdiinnter fiinfter Elution in 12 Minuten 15 Sekunden bei 35°C zur 
Gerinnung gebracht. 

20 cem fiinfter Elution enthalten 0,0008 g Trockensubstanz 
Sa. os o enthalt 0,000 04 g¢ ae 

lg Trockensubstanz bringt 5000000 g¢ Milch zur Gerinnung, 

daraus Wirksamkeit J: 16,44 Millionen. 


Das Verhalten von Lab und Pepsin bei der Reinigung. 


Da es von Interesse war, auch das Verhalten des Pepsins wahrend 
des Reinigungsganges kennenzulernen, wurde sowohl der ungereinigte 
Na-Acetatauszug aus dem Kalbermagen als auch das gewonnene reinste 
Enzympraparat auf die Pepsinwirksamkeit untersucht. Zur Bestimmung 
wurde das von R. Ege® verbesserte Fuldsche Verfahren verwendet, 
das ausfiihrlich bereits in der ersten Veréffentlichung von Liiers und 


‘ Es braucht wohl nicht erwahnt zu werden, daB fiir jede weitere 
Etappe im ReinigungsprozeB der ganze vorherige Gang von der Extraktion 
des Magens iiber Vorreinigung, Voradsorption usw. jedesmal wiederholt 
werden muBte. 

? Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 125. 
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Diem (1. c.) beschrieben ist. Es kam die gleiche Edestinlésung und das 
gleiche Pepsinpraparat fiir die Standardmessungen, wie sie von /)ijey 
benutzt wurden, zur Anwendung. 
~~} eem des 96 Stunden bei 25° selbstverdauten Na-Acetatausy ives 
hatte bei der Labbestimmung einen K-Wert (1:10) von 0,12804 und 
enthielt 0,000545 g acetatfreie Trockensubstanz. 
1g Trockensubstanz entspricht einem K-Wert = 234.9. 1 cen 

der fiinften Elution hat einen K-Wert von 0,037, entsprechend 0,000004 » 
Trockensubstanz. 1g Trockensubstanz entspricht also einem K-Wer 
von 9250. 

} Die Wirksamkeit des Chymosins hat also pro 1 g Trockensubstanz 

qs 

vom ungereinigten Auszug bis zur fiinften Elution um das — 


SD] 


q 
== 39,38 fache zugenommen. , 

Die Pepsinwirksamkeit von | ccm des ungereinigten Acetatauszuges 
betragt 925 Pepsineinheiten bei 0,00545 g Trockensubstanz. 1 g Trocken 
substanz entspricht demgema8 169730 Pepsineinheiten, leem der 
fiinften Elution hatte eine Wirksamkeit von 143,6 Pepsineinheiten 
bei 0.00004 g Trockensubstanz. 

lg Trockensubstanz entspricht also 3590000 Pepsineinheiten 
Die Pepsinwirksamkeit pro 1g salzfreier Trockensubstanz hat also 
3590000 
169730 

Vergleicht man diesen Wert mit dem entsprechenden des Chymosins 
‘so sieht man, daB sich die beiden Enzyme durch die einzelnen Stufen 
der Reinigung hindurch verschieden zu verhalten scheinen, was div 
Ansicht Hammarstens von der Verschiedenheit der beiden Enzyn 
aufs neue bestatigen wiirde. Man darf jedoch nicht auBer acht lassen 
daB bei den duBerst geringen Mengen von Trockensubstanz bereits 
kleine unvermeidliche Ungenauigkeiten zu gréBeren Differenzen in 
den Enzymaktivitaten fiihren miissen. Beriicksichtigt man den kom 
plizierten Gang der verschiedenen vorgenommenen  Reinigungs 
maSnahmen, so mu8 vielmehr die in der GréBenordnung nicht allzu 
sehr verschiedene Steigerung der Aktivitét beider Enzyme wahrend 
der Reinigung eher den Gedanken nahelegen, daB die beiden Enzyme 
Chymosin und Pepsin doch sehr nahe verwandt sind. Jedenfalls last 
sich ein bindender SchluB nach der einen oder anderen Richtung noch 
nicht ziehen. 


wahrend der Reinigung um das 21,15 fache zugenommen 


Beschreibung des reinsten Priaparats. 
Zur Vornahme von EiweiBreaktionen und einer Mikrostickstoft- 
bestimmung wurde die fiinfte Elution in mehrfach wiederholten Arbeits. 
giingen ‘portionsweise in gréBerer Menge hergestellt und im Vakuum 
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eing-engt. Es wurden insgesamt 25cem Léisung mit 0,0751 g phosphat- 
fre r Trockensubstanz gewonnen. Die mit gleichen Teilen dieser Lésung 
auwvefihrten EiweiBreaktionen lieferten im Vergleich mit dem un- 
vercinigten Acetatauszug folgendes Bild: 





—_—_— 


NasAcetats Elution V 
auszug 
fiuretreaktion. . . . . Stark positivy AuBerst schwach. Nur durch Vergleich 


mit einer gleich behandelten eiweib- 
freien NaOH ist ein minimaler Farb- 
unterschied bemerkbar. 
\anthoproteinreaktion . s Auberst schwach. Nur in der Drauf- 
sicht ist eine ganz schwache Gelb- 
farbung zu erkennen. 
lriketohydrindenhydrat- 
i ™ Vollkommen negativ. 
Villon sche Reaktion a ” " " 


Aus diesen Reaktionen geht hervor, da das reinste Praparat 
wohl noch Spuren von Peptonen (Biuretreaktion) und ganz geringe 
Mengen von Kérpern, welche die Xanthoproteinreaktion (Pheny]- 
alanin, Tryptophan) geben, enthalt, daB es dagegen frei von Polypeptiden 
md Tvrosin ist. 

Das gereinigte Enzym gibt sowohl vor wie nach der Inversion 
mit Salzsiure keine Spur einer Reduktion von Fehlingscher Lésung. 

30,04 mg Trockensubstanz enthalten 0.2064 mg N, oder 0,687°, 
Stickstoff, wihrend der ungereinigte Natriumacetatauszug in 25,32 mg 
acetatfreier Trockensubstanz 3,396 mg oder 13,43°, Stickstoff enthielt. 


Zusammenfassung. 


Das Ziel der Arbeit, den von Liiers und Diem (l.c.) erreichten 
Reinheitsgrad des Chymosins noch zu verbessern, wurde auf folgendem 
Wege erreicht : 

Zunachst wurde nach einer Reihe von Vorversuchen gefunden, 
daB eine 96 stiindige Selbstverdauung des Kalbermagens in Gegenwart 
von 5°iger Na-Acetatlésung bei 25° einen Enzymextrakt liefert, der 
durch Ausbeute und Reinheit des Enzyms fiir die weitere Reinigung 
geeignet ist. 

Dieser Acetatauszug wird durch Bleiacetat von einem Teil seiner 
EiweiBkérper befreit und durch Zugabe uberschiissigen sekundaren 
Natriumphosphats der Bleiiiberschu8 gefallt und das Enzym aus der 
Blei-Eiwei8-Phosphatfallung eluiert. 

Mit diesem vorgereinigten Auszug wurden nun eine Reihe auf- 
einanderfolgender Adsorptionen vorgenommen, fiir welche die optimalen 
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Bedingungen (pu, Mengenverhaltnisse) in Vorversuchen festy, 
wurden. Eine Voradsorption mit einer geringen Menge Toner 
suspension nimmt Begleitstoffe aus der Lésung. Hierauf folgen ze 
Tonerdeadsorptionen und Elutionen mit Phosphatpuffer von py — 6.‘)7 
Die zweite Elution wird einer Kaolinadsorption mit darauffolge:ie) 
Phosphatelution unterworfen, woran sich wieder zwei Toner 
adsorptionen und Phosphatelutionen schlieBen. Das reinste Enzym 
praparat in Form der fiinften Elution hat eine Labungsstiarke yon 
1 : 16,44 Millionen, gegeniiber dem von Liiers und Diem erreichten Wer 
von 1:7Millionen und dem kauflichen Handelslab von 1 : 2000) 
bis 100000. Das Priparat gibt héchstens spurenweise die Biuret- ni 
Xanthoproteinreaktion, wogegen die Ninhydrin- und Millonschy 
Reaktion véllig negativ ausfallen. Der Stickstoffgehalt der salzfreien 
Trockensubstanz betragt 0,687%. Das Enzym reduziert weder vor 
noch nach der Inversion mit Salzsiure Fehlingsche Lésung. 

Die Chymosin- und Pepsinaktivitaten gehen wahrend des Reinigungs 
prozesses nicht parallel, das Chymosin nimmt um das 39,38fache, das 
Pepsin um das 21,15fache an Aktivitaét pro 1 g Trockensubstanz 2. 
In Anbetracht der experimentellen Schwierigkeiten und der Kom. 
pliziertheit des Reinigungsprozesses ist die Differenz der Aktivitits- 
steigerung be’ ’er Enzyme zu klein, als daB daraus ein bindender Schlu8 
auf die Vers .iedenheit von Chymosin und Pepsin gezogen werden 
diirfte. 

Versuchsbelege. 

Es folgen die Tabellen, welche die zuf Labwirksamkeitsbestimmiung 

(K-Werte) dienr 1den ,.Kurvendaten enthalten. 





Nr. 1 2 3 4 5 6 9 10 

o. L. 165 165 165 165 165 165 165 165 
0 162.5 161 | 1595 160.5 160 161,5 160.5 | 159.5 
2 160.5 159 158 158.5 157.5 159 158.5 | 1585 
4 160 158 161 161 161 158 158 159 
6 160.5 159.5 175.5 173 184 160 158.5 | 166 
8 1638 | 163 205 193 226.5 166 159 =| «1765 
10 167 170 240.5 215 276 180 160,5 | 191.5 
12 175,5 178 287 240 204 164,5 | 208 
14 186,5 191.5 346 266.5 225 170 =| 226 
16, 200 | 206 254 177 | 2435 
18 215 223 188,5 | 262 
20 231,5 246.5 201 

22 251 269 217,5 


239 
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“? 1 12 13 14 15 16 17 18 19 
165 165 165 165 165 165 165 165 165 
159 161 161 159.5 159.5 159 158.5 160.5 160.5 
157.5 158.5 159 158 158.5 1565 156 158.5 159 
{ 161 160.5 158 161 161 158 158.5 170.5 159 
171 167.5 159.5 1865 177.5 173 172 215 160.5 
S 193.5 182 163 244 219.5 198 200 320 166 
0 227.5 2025) 1705 305 263.5 | 227.5 245 175 
2 263 229 183.5 2585 300 186.5 
\4 260 197.5 290 205 
16 214 226 
18 233.5 250 
20 261.5 
Nr 22 23 24 25 26 27 28 29 
o. L. 165 165 165 165 165 165 165 165 
() 159 159 161.5 159 160.5 161.5 160.5 162 
2 156 157 158.5 196.5 158 159.5 159 160 
4 157.5 159 157.5 156 158.5 158.5 162 159 
6 163.5 173 157.5 158 160.5 158.5 173 158 
8 174 202.5 159 162.5 164.5 159.5 186 157.5 
10 -187,5 | 248 162 169,5 172 161,5 , 198 | 1565 
12 202.5 297.5 166.5 180 180 165.5 219 156 
14 220 172.5 191.5 188.5 170.5 238 157 
16 239 180 204,5 198 176 256 158 
18 257 190 219 208 182 160 
20 280 201 235 217.5 188.5 163 
22 213.5 228 195.5 166 
24 226 239 204 169 
26 239 212.5 173.5 
28 222.5 178 
0 382.5 183.5 
32 190.5 
34 199.5 
$6 209 
38 222.5 
40 231 
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Nr. » 31 32 3% 37 
o. L. 165 165 165 165 165 1 

0 160.5 162 161 158 160 1 

2 157.5 158 158.5 156.5 159.5 15 

4 160.5 159 158 154.5 159 159 

6 169 164 159 155 159 15 

5 185 174 164 160 159 15 

10 206.5 190.5 171 170 159 15 

12 232 211 184 185 159 15! 
14 236.5 198.5 205 159 159 
16 216,5 227.5 160 159 
18 235 161 15% 
20 245 162 159 
22 163.5 159 
24 166 159 
26 170.5 154 
28 175.5 159 
30 182.5 159 
32 192 15 
34 294.5 159 
36 218.5 159 
38 159 
40 15% 
42 159 
44 159 
46 159 
48 160 
50 161 
52 162.5 
54 164 
56 166.5 
58 168.5 
60 171 
62 174 
64 177.5 
66 182 
68 186 
70 192 
72 197 
74 203 
76 209 
78 216.5 

223 
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30 40 41 42 43 44 45 46 47 
165 165 165 165 165 165 165 165 240 
162 160.5 161 160.5 159 159 159 158 179,5 
161 159.5 165.5 159 157.5 157 156 157 176 
160 159 160 163 159 158.5 156 156 174 
160 159 160 173 169 169 157 156 177,5 
160 159 160 187 192.5 192 160.5 157,£ 197 
160 159 160 202 233.5 233 168 161 242.5 
160 159 160 219 183 167,5 
160 159 165.5 237 205 178 
160 159 159.5 240 193! 
160 159 160.5 215 
160 159 162.5 241 
160 159 165.5 
160 159 169.5 
160 159 175.5 
160 159.5 183,5 
160 159.5 193 
160 159 204,5 
160 159 219 
169 159.5 233 
160 160 
160 161 
160 162 
160 164 
160 167 
160 170 
160 174 
169.5 179 
161 186 
161.5 | 194.5 
162.5 205 
164 218,5 
165.5 
168.5 
170 
172 
176 
179.5 
184 
189 
195.5 
202 


211.5 
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Nr. 48 49 52 53 54 55 
o. L 240 165 235 242 164 166 9 

0 180 157,5 175 179 159 159.) 
2 176.5 154 172 176.5 155 158 i) 
4 175 155 171,5 175.5 156 157 lt 
6 174 165 171,5 175.5 159 159 lf 
5 174 189.5 170 175.5 173 166 17 

10 174,5 230,5 168 172 195.5 181, 17s 

12 173,5 169 173.5 226.5 208 189 
14 174 168.5 173 246 20) 

16 174 170.5 173,5 217 
18 174 170,5 173 

20 175,5 171,5 173 

22 176 173.5 173 

24 177 177,5 173 

26 179 184 173 

28 181,5 189.5 173 

30 185,5 200.5 173 

32 189 212.5 173 

34 194.5 229.5 173 

36 203.5 251.5 173 

38 212.5 173 

40 224 172 

60 176 

62 179,5 

64 181 

66 182 

68 184,5 

70 185.5 

72 189,5 

74 194 

76 199 

78 204,5 

80 211 
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224 
172 
168 
166.5 
165,! 


165.5 


or 


iI 


165,! 
165.5 
167 
169.5 
172 
174 
176 
183.5 
188 
195 
203.5 
211 


~ 


58 


222 
170 
167,5 
166 
165 
165 
165 
165 
165 
165 
167 
169 
170 
173.5 
175 
179.5 
184 
188,5 
194 
199 
207 
214 


223,5 


59 


228 
172.5 
169.5 
168 
167 
167 
166.5 
167 
167 
167 
168 
169 
170 
172 
175.5 
179 
182 


~ 


187,5 
192 

197.5 
203.5 
208.5 


215.5 


60 


223 
170.5 
168 
165.5 
165.5 
165.5 
165 
165 
165.5 
165.5 
165.5 
168 
170.5 
173.5 
174 
178 
181 
181.5 
186.5 
191.5 
199 
206 
212 


220 


61 


240 
178.5 
174 
173 
172,5 
170 
169 
169.5 
170 
171 
173.5 
176.5 
179.5 
182.5 
189.5 
201 


211.5 


62 
232 
174 
169 


167,5 


168 
168 


167,5 


168 
168 


169,! 


170 


170.5 
171, 


172,! 


175 
176 
180 
183 


186.5 


194 


200.5 
207.5 


217, 


~ 


i) 


~ 


) 
» 


43 


234 

174.5 
171.5 
171,5 
168.5 
169.5 
169.5 
167,5 


168 


= 


168 
170 
170 
171 
172 
172.5 
175 
174.5 
177 
178.5 
182.5 
185.5 
189 
193 
195.5 
201.5 
209 


216.5 
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179. 
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188 
194 
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164 


165.5 


165 
164.5 
164.5 
168 
176 
188 
202.5 
222.5 


243.5 
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Nr 66 67 68 69 
o. L. 174 165 165 165 if 

0 167.5 159.5 158 158 lf 

2 165.5 158.5 156 157.5 1H 

4 165.5 157.5 154.5 155 16 

6 163.5 158.5 154.5 15 15 

8 166.5 158 154.5 15 1585 
10 169.5 167.5 156.5 155 157 
12 180 177 158 156 158 
14 194 192.5 165 161 162 
16 200.5 214 173.5 167 163.5 
18 232 185.5 183.5 162 
20) 203.5 202 164.5 
22 223.5 213 170 
24 176 
26 186.5 
28 203 
30 918 
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i ber locker gebundenes Kupfer und Eisen im Blutserum. 


Von 
Otto Warburg und H. A. Krebs. 


Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 14. September 1927.) 


Unter locker gebundenem Kupfer und Eisen verstehen wir Metall, 
das mit der Cysteinmethode! bestimmt werden kann, ohne daB man 
das Serum verascht. 


Versuchsanordnung. 


Wir entnehmen das Blut mit Platinkaniilen, lassen es von selbst 
gerinnen, gewinnen das Serum durch Zentrifugieren und mischen 
| Volumen Serum mit 1 Volumen 0,2 n Salzsiure. Durch den Salz- 
siurezusatz wird das Bicarbonat ausgetrieben und das Serum kongosauer. 


Zur Kupferbestimmung geben wir 0,1 der Mischung (= 0,05 ccm 
Serum) in 2cem Pyrophosphatlésung, zur Eisenbestimmung 0,2 ccm 
der Mischung (= 0,1 cem Serum) in 2 ccm Boratlésung, schiitteln bei 20° 
mit Luft und berechnen aus den Anfangsgeschwindigkeiten der Oxy- 
dation den Kupfer- und Eisengehalt. Experimentelle Einzelheiten 
sind aus den .Protokollen am SchluB dieser Arbeit zu entnehmen. 


In den Tabellen ist der Metallgehalt pro Kubikzentimeter Serum 
angegeben und auBerdem, um Unterschiede des Wassergehalts zu 
eliminieren, pro Gramm Serumeiweib. 


Berechnung. 


Wie friiher, so verstehen wir auch im folgenden unter der Oxy- 
dationsgeschwindigkeit v immer nur die Anfangsgeschwindigkeit. 
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1. Enthalt eine Cysteinpyrophosphatlésung, die frei ist n 
organischer Substanz, die Kupfermenge x, so ist die Oxydation: 
geschwindigkeit 

v kz, j 


wo k eine Konstante bedeutet. MiBt man v und kennt man fF « 
kann man x nach (1) berechnen. 


Um & zu bestimmen, fiigen wir die Kupfermenge Ax hinzu yi 


Av 
messen den Geschwindigkeitszuwachs Av. Dann ist 
Ax 
dv 
— { 
dx 


cmm O, 


Driicken wir v in und zx in Milligrammen aus, so ist fii 


Stunden 
unsere Versuchsanordnung 
k = 900000. 


2. Ist die Cysteinpyrophosphatlésung nicht frei von organische: 
Substanz, sondern enthalt sie Serum, so wird ein Teil des Kupfers a: 
das Serum gebunden und geht fiir die Katalyse verloren. Ist dieser 
Teil B, so ist die Oxydationsgeschwindigkeit 


v=k(l— pe (2 


MiBt man v’ und kennt man /(1 — £), so kann man ~& nace! 
(2) berechnen. 

Um k(l — B) zu bestimmen, fiigen wir die Kupfermenge | 
hinzu und messen den Geschwindigkeitszuwachs Av’. Ist 8B konstant 
Av’ 
Ar 


so ist 


dv 


= = kil — fp). iz 


Wir finden fiir unsere Versuchsanordnung im Mittel 
k (1 — B) = 700000. 


3. Bei der Differenzierung der Gleichung (2) nach z haben wir 
angenommen, da # konstant ist. In Wirklichkeit trifft dies nicht zu 
sondern f wird mit zunehmendem z kleiner, weil die kupferbindenc 
Substanz des Serums durch Kupfer abgesattigt wird. 

Bestimmen wir also k (1 — 8) nach Gleichung (2a) und berechnen / 
nach Gleichung (2) 


y’ 


—~ R(1— B)’ 


x 
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len wir x zu klein. Wieviel dieser Fehler ausmacht, kénnen wir 


sO ii 


durch Kupferbestimmung im veraschten Serum feststellen. 


4. Zur Veraschung des Serums bringen wir 5 ccm Serum in einen 
Platintiegel, fiigen 1 cem m/2 KH,PO, hinzu, trocknen bei 120° und 
giihen etwa 12 Stunden bei schwascher Rotglut im Heraeus-Ofen 


Die rein weiBe, alkalisch reagierende Asche wird mit 1 ccm n Salzsaéure 
ingesauert und auf 5ccem aufgefiillt. 


Wurde das Kupfer in dem veraschten und nicht veraschten 
Serum bestimmt, so fanden wir fiir vier verschiedene Sera die 
folgenden Werte: 





Kupfer in 1 com Serum 


“ wesnneht nicht verascht 

Pferd . , bone 2,5. 10-% mg 3,0. 10-5 mg 
TT [a..e” « oF ga 
“ ee 1,2.10-* be pa 
2.0.10-% 15.10°° , 


7,1.10-°> mg 6.9.10-5 mg 


Die nach Veraschung und ohne Veraschung gefundenen Kupfer- 
mengen waren also ungefaibr gleich. Es geht daraus hervor, dab die 
technung nach (2) und (2a) nahezu den richtigen Kupfergehalt ergab, 
erner daB festgebundenes Kupfer in den vier untersuchten Serum- 
proben nicht vorkam. Trifft dies allgemein zu, so ist das locker 
gebundene Kupfer gleich dem Gesamikupfer des Serums. 


Die Komplikation der Metallbindung durch Serum fallt bei 

Messungen in Borat fort. Die Cystein-Boratlésung, die alkalischer als 

Pyrophosphatlésung ist, entzieht dem Serum das gesamte locker 
vebundene Metall, sowohl Kupfer als auch Eisen. Hier hat man 


dv’) dv’ 

(3 = a (G won’ 
dv’ ‘dv 

(i = rag () x ) 


also 


(Bou =— v0 
(B)pe == U 
6. Neben locker gebundenem Eisen kommt in Serum auch fest- 
gebundenes Eisen vor, z. B. Blutfarbstoffeisen, das bei unserer An- 
ordnung nicht katalytisch wirkt und deshalb nur nach Veraschung 
bestimmt werden kann. 
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Serum des Menschen’. 

Tabelle I enthalt das Ergebnis von 12 Messungen. LaBt ma: 
der Mittelwertbildung die Extreme heraus — Kupfer und Eisen 
Versuchs 12 und Eisen des Versuchs 7 —, so enthielt 1 cem Serum ip 
Mittel 1,7.10~%mg locker gebundenes Kupfer und 0,7 .10° * mg 
locker gebundenes Eisen. 

Tabelle 1 


Serum des Menschen. 





Pro com Serum Pro g Serumciweig 


Nr Serum mg Cu mg Fe mg Cu _ img fe 
10-3 | .10-3 .10 
¢, 12 Stunden Hunger .. . 1.24 0.85 1,50 ! 
2 = of, derselbe, *), Stunden nach Nahrungs- 
aufnahme 1.83 0,69 2,22 O84 
3 ea eS x 1.63 1,16 2,14 52 
4 Oo, niichtern Aa, ae ge aay ae 1,32 0,67 1,62 0.82 
5 ict; myeloische Leukimie . . 1.91 0,26 2,82 0.38 
6 oO. = lymphatische * hk 1.59 0.50 1,90 0.64 
7 Icterus ..... marge" 1,16 | 2.42 1,36 2.54 
8 2, niichtern, pernicivse Anamie ; 1.42 | 0,36 2,12 0.54 
9 9. Schwangerschaft, 3. Monat 1,87 0,78 2.34 0,98 
10 |g, “ . 9.Monat 2,96 0,32 4,02 0.43 
11 Q, Mammacarcinom ........ 1,56 1,26 1,80 1.45 
12 - 480 0 


Serum von Tieren. 
Tabelle Il enthalt das Ergebnis von 12 Messungen. Im Serum 


der Végel wurde weniger Kupfer gefunden als im Serum des Menschen 
‘ 


Tabelle I1. 


Serum von Tieren. 





Pro com Serum Pro g Serumeiweif 
Nr Tierart mg Cu mg Fe mg Cu mg Fe 
10-3 . 10-3 .10 10 

1 Frosch . 1,42 1,32 
2 Hund 1,13 2,67 1,50 3.55 
3 - — 1,50 2,12 1,97 2.78 
Kaninchen 1,04 1,13 1,32 1.44 

i) Meerschweinchen 1,94 1,46 

6 Ratte 2.76 017 
7 i 4.74 1,97 6,06 2.52 
8 Eee 0 1,08 0 2.46 
9 = OS aaa ke nt ak: ee 0,08 0,66 0,22 1.80) 
10 ee ae 0,37 0,09 0,91 (),22 
11 ee ee oe ee 0,41 0,71 0.98 1,70) 
12 eg ee ee ae Se 0,13 0,79 0.38 2.30 


' Vgl. O. Warburg, Klin. Wochenschr. 6, Nr. 23, 1927 
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Serum der iibrigen Versuchstiere etwa ebensoviel wie im Serum 
des Menschen. Der Gehalt an locker gebundenem Eisen war im 
Purchsehnitt bei den Tieren gréBer als beim Menschen. 


Macht man Végel durch Blutentziehung an&misch, so steigt der 
Kupfergehalt im Serum. In den Versuchen der Tabelle III stieg das 
Kupfer nach Blutentziehung auf das 3- bis 6fache. Umgerechnet auf 
SerumeiweiB, enthielt das Serum der andmischen Ganse mehr Kupfer 
is im Mittel Menschenserum. Wahrend das Kupfer stieg, nahm das 
ocker gebundene Eisen in zwei Fallen ab, in dem dritten nur un- 
wesentlich zu. 

Tabelle 111. 


Wirkung der Blutentziehung. 





Fro ccm Serum Pro g Serumeiweif 


N Art des Serums mg Cu mg Fe mg Cu mg Fe 
. 10-3 .10 .10-3 10 
Taube, normal Slee a a ae Be i os 0,08 0,66 0,22 1.80 
Das gleiche Tier, 3 Tage vorher und 1 Tag 
vorher je Scem Blut entnommen . 0,25 0.32 0.79 1,02 
2 Gans, normal... re eee 0.41 0,71 0.98 1,70 
Das gleiche Tier, 4 Tage vorher 90 cem 
Blut entnmommen ...... — 1,87 0,98 4.52 2.38 
a ee ee aa O13 0,79 0.48 2.30 
Das gleiche Tier, 3 Tage vorher 90 ecem 
Blut entnommen $........ 0.75 0,28 2.10 0.75 
‘ 


Kupfergehalt nach Injektion von Kupfer. 


Da Nahrung und Trinkwasser wechselnde Mengen an Kupfer 
enthalten und trotzdem der Kupfergehalt im Serum einer Tierart der 
GréBenordnung nach der gleiche ist, so muB es Vorrichtungen geben, 
die das Kupfer im Serum konstant halten. 


Der folgende Versuch zeigt, wie nach intravenéser Injektion von 
Kupfer der Kupfergehalt des Serums schnell absinkt und im Laufe 
von 6 Stunden die normale GréBenordnung erreicht. Die Versuchstiere 
waren 160 g schwere Ratten, denen 0,5 mg Kupfer (als CuSQ,, gelést 
n physiologischer Kochsalzlésung) in die Schwanzvene injiziert wurde. 





10-5 mg Cu 


10-3 mg Cu 
in leem Serum 


tnt com Davee Zeit nach der Injektion 


Zeit nach der Injektion 





' Minuten .. . 43 150 Minuten. ... 6.0 
BL . : 31 300 ws SL. gkeng 4.7 
49 _ ; 18 24 Stunden... . 2.2 
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O. Warburg u. H. A. Krebs: 


Protokolle. 


Protokoll I. 


Bestimmung von Kupfer im nicht veraschten Serum, Serum Dr. A 





niichtern. 
20°. Gasraum Luft. px 7,64. 
GetaB A. GefaB B. GefaB C 
0,1 com Cysteinlésung ) 
(mit 6 mg Cysteinchlor- wie A wie A 
hydrat) } 
+ 0,l ccm verdiinntes 
Birme. . +--+ Serum (1 Vol. + 1 Vol wie B 
\ n/5 HCl 
+ 0,lecm Kupterldsung 
1. 10-4 mg Cu 
Hauptraum . 2ccem Pyrophosphatlés wie A wie A 
Volumina ccm Up 2,1 Uy, 14,98 Up 22 Ug 13,77 Up 23 Vg 136 
GetaBkonst. . qmm ko, 1,40 ko 1,29 ko. 1,28 
; mm mm mm 
Nach 10’. 0,5 7 -17,5 
; ar. — 0,5 -13,5 - 34,5 
— s 1.5 2,1 emm 21 27 emm 52.5 67 
(27 —2).2 dv " 
800 000 dz : 
6,3. 10-° mg 800 000 


In lcem Serum: 
1,26 . 10-* mg 


Protokoll 11. 


Bestimmung von Kupfex und Eisen im nicht veraschten Serum 


Gesunde Frau. 





a) Kupfer. 20°. Gasraum Luft. py 7,64. 
GefaB A. GefaB B. GefaB C 
0,1 ccm Cysteinlésung 
mit 6 mg Cysteinchlor- wie A wie A 
hydrat } 
+ Ol ccm verdiinntes 
Biene : ~ | Serum (1 Vol. + 1 Vol. wie B 
n/5 HCl 
’ i { + 0,lccem Kupferlésung 
= 10-4 mg Cu 
Hauptraum.... . 2cem Pyrophosphatlés wie A wie A 
Volumina com Up 2,1 Ug 14,98 Up 2,20 Ug 13,77 Up 2,3 Ve 13,6 
GefaBkonst. . qmm ko, 1,40 ko, 1,29 ko. 1,28 
J mm mm mm 
Nach 10’ 0,5 11,5 -19 
a — 1,0 1,4emm -225—29cmm —38 = 49cm 
(29—1,4).3 dv Ww 
600 000 dz , 


1,38 . 10-4 mg 
In leem Serum: 
2.76 .10-° mg 


600 000 











Uber locker gebundenes Kupfer und Eisen im Blutserum. 
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Fe 
25-12,4-7,7 


127 000 - 
3.9 .10-° mg 
In 1 com Serum : 
mg 


0.39 . 10 


Kisen. 20°. Luft. py 9,3. 
GetaB A GefaB B GetaB C GetaB D 
0.1 ccm Cysteinlés 
mit 6mg Cystein- wie A wie A wie A 
chlorhydrat 
+ 0,2 ccm verduantes 
. Serum (1 Vol. Serum wie B wie B 
+ 1 Vol. n/5 HCI) 
{| +0,lccm Cu-Lés + 0,l ccm FerLés 
\ 4.10-4 mg Cu 4.10-* mg Fe 
fauptraum 2ccm Boratlésung wie A wie A wie A 
amen LCRA Ug 1498 Up 23 te 1367 Up 24 tg 1355 p24 Cp 149 
Sefabkonst . % 
. ‘am \ ko, = 1,40 Ko, = 1,28 ko. = 1,21 kg, = 1,40 
mm mm mm mm 
Nach 20’ | -1,5 6 -10 17,5 
40’ 3.5 13 22 35.5 
60’ 5.5—7,7emm -19,5=25 emm 34 43 cmm 54.5 = 76 emm 
Fir Cu gehenab /dvr } (dv 
1246 { W,..| (5—} W, 
2,4 cmm. dz) ex u dz) x, 
Also a 45 000 127 000 
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Zur physikalischen Chemie des Fibrinogens. 


Ve mm 
R. Nordbé. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Oslo.) 
(Eingegangen am 18. September 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Einleitung. 
Als Grundlage einer physikalisch-chemischen Theorie der Blut 
gerinnung ist eine genaue Kenntnis der Eigenschaften und besonders 
des Ampholytcharakters des Fibrinogens notwendig. 


Die vorliegende Untersuchung wurde ausgefiihrt, um den iso 
elektrischen Punkt (IEP), die Flockungstone und das Saure- und 
Basenbindungsvermégen des Fibrinogens zu bestimmen. 


Mehrere Forscher haben sich schon besonders mit den beiden erste: 
GréBen beschaftigt. Die Angaben der verschiedenen Forscher weiche: 
jedoch, wie man sieht, ganz bedeutend voneinander ab. Stuber und Funck (| 
bestimmten die Wanderungsrichtung im elektrischen Felde und ver 
wendeten zu diesen Versuchen dialysiertes, salzfreies Fibrinogen. Si 
fanden bei pq 4,7 eine kathodische, bei pq 5,0 eine schwach kathodiscli 
und bei py 5,3 eine anodische Wanderung. De Waele (2) fand einen IEP 
des Fibrinogens bei py 6,9. Die Methode der Bestimmung war, wie aus 
den Angaben hervorzugehen scheint, genau dieselbe wie die von Stub 
und Funck angewandte. Kugelmass (3) findet ein Flockungsoptimum es 
Fibrinogens bei pq 8. Wdohlisch und Schloss (4) bestimmten das Flockungs 
optimum des Fibrinogens in 0,85°,iger Kochsalzlésung zu pg 4,46. (Bb: 
einer Konzentration von 0,085°, NaCl lag das Flockungsoptimum |x 
Pu 4,85.) Quagliariello (5) gibt als Optimum der Ausflockung von Fibrinoge: 
Pu 4.9 an. 


Il. Methode. 


Das Verbindungsvermégen des Fibrinogens wurde mittels poten 
tiometrischer Titration bestimmt. Als theoretische Grundlage gil! 
folgende Betrachtung: 





slut 


ders 


ISO 
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bezeichnen wir mit R.NH,.HOH das Fibrinogen als Base (indem 
wir uns nicht darum kiimmern, ob es sich um eine mehrsaurige Base 
handle oder nicht), dann kénnen wir fiir das salzsaure Salz schreiben 
k. NH,. HCl. Wir bekommen das Chlorhydrat, wenn wir zu einer 
Fibrinogenlésung eine gewisse Menge HCl setzen, so daB wir auf der 
auren Seite des IEP sind. Wegen des Uberschusses an Salzsiure 
gnnen wir von einer Bildung eines Na-Fibrinogenats absehen — die 
issoziation des Fibrinogens als Saure wird ganz zuriickgedrangt sein, 
, daB die H-lonen auf Rechnung der Salzsiure geschrieben werden 
yussen. 

Als Salz einer starken Saéure (HCl) und einer schwachen Base 
Fibrinogen) wird das Chlorhydrat hydrolysiert sein: —__ 

R.NH,.HCl = R.NH,.HOH + HCl, 
ee [H bee an ea ‘. [H ]x 
[R.NH,. HCI) y 
adem wir die Salzsiure als praktisch vollstandig dissoziiert ansehen 
nd deshalb statt [HC]] einfach [H] setzen kénnen. 

Die Menge HCl, welche als Fibrinogenchlorhydrat gebunden ist, 
hangt also von der H-lonenkonzentration ab (bzw. von einer Potenz 
ler H-lonenkonzentration). Erst wenn d‘ se sehr groB ist, wird die 
Hydrolyse so stark zuriickgedrangt sein, daB wir alles Fibrinogen als 
in Chlorhydrat umgewandelt ansehen kénnen. Von einer bestimmten 
H-lonenkonzent ration aufwarts miissen wir eine konstante und maximale 
Menge von Fibrinogenchlorhydrat nachweisen kénnen, d. h. wir haben 
in konstantes Saurebindungsvermégen. 

Genau dieselben Betrachtungen kénnen geltend gemacht werden 
tir das Na-Fibrinogenat auf der alkalischen Seite des LEP. Dieses 
wird hydrolysiert sein nach der Gleichung: 

R.COONa = R.COOH + NaOH. 


; (A) 


Nach der Forme! (A) ist, bei einer gegebenen H-lonenkonzentration, 
eine bestimmte Menge des Fibrinogens als freie Base vorhanden. Nun 
ist die Léslichkeit dieser Base cine beschrinkte. Es wird deshalb, 
besonders in konzentrierten Lésungen, gegebenenfalls mehr Base da 
sein, als der Léslichkeit entspricht, und etwas davon wird ausgefallt, 
bildet eine feste Phase. Je mehr aber die H-lonenkonzentration wachst, 
desto mehr von der Base lést sich unter Bildung von Fibrinogenchlor- 


hydrat. 

Wenn diese Betrachtungsweise giiltig ist, mu8 man in konzen- 
trierten Lésungen von Fibrinogen, unter sonst gleichen Bedingungen, 
eine breitere Flockungszone finden als in diinneren Lésungen. Dies 
stimmt auch, wie die Tabelle | zeigt (vgl. unten). 
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Praktische Ausfiihrung. 
a) Darstellung der Fibrinogenlésungen. 


Zur Darstellung der Fibrinogenlésungen wurde teils Oxalatplasina 
teils Mg S0,- Plasma von Pferdeblut verwendet. Aus diesen Plasmat,y 
wurde das Fibrinogen durch halbe Sattigung mit NaCl ausgesalz. 


Das Blut wurde in 25 °,iger MgS O,-Lésung aufgefangen (1 Volume 
25 %iger Mg S O,-Lésung + 4 Volumen Blut), sofort scharf zentrifugiert vn 
dann die oberen zwei Drittel des klaren, blaBgelben Plasmas abgehole) 
und iiber Nacht im Eisschrank bei 3° aufbewahrt. Dann wurde nochmals 
zentrifugiert und.das jetzt klare Plasma zur Fibrinogendarste'! 
verwendet (Mg SO,-Plasma). 


Gerau in derselben Weise wurde bei Darstellung von Oxalatplas: 
vorgegangen: Das Pferdeblut wurde in 0,5°,igem Na-Oxalat aut 
gefangen (1 Volumen 0,5 °%iges Na-Oxalat + 4 Volumen Blut) (Ovrala 
Plasma). 


In einem Falle wurde Oxalatflasma in genau derselben Weis: 
aus bei AderlaB gewonnenem Menschenblut dargestellt. Dieses 
Fibrinogen zeigte dieselben Fallungs- und Lésungsverhiltnisse wi 
das aus Pferdeblut dargestellte Fibrinogen. 


Das Fibrinogen wurde nun durch Zusatz eines gleichen Volumens 
gesattigter, reiner NaCl-Lésung ausgesalzen, zwischen Uhrgliisern 
ausgequetscht und wiederholend mit destilliertem Wasser gespiilt 
Hierbei wurden etwaige beim Aussalzen mitgerissene EiweiB- und 
EiweiBspalt-Produkte und leicht lésliche Substanzen, wie Salz 
gréBtenteils entfernt, gleichzeitig ging natiirlich viel Fibrinogen ver 
loren 


Das so gereinigte Fibrinogen wurde in so viel 0,85 %iger Kochsalz 
lésung gelést, wie etwa der Hilfte des urspriinglichen Plasmas entsprach 
Dann wurde NaCl in Substanz zugesetzt, bis die Lésung etwa 15 
davon enthielt, und das ausgefillte Fibrinogen mit destilliertem Wasser 
gespilt und in 0,85°%iger NaCl-Lésung gelést. Diese Lésung wurd 
zu den Versuchen verwandt. 


Zum Vergleich wurde eine Probe davon 20 Tage im Eisschrank 
bis zur voélligen Salzfreiheit dialysiert und von dem bei der Dialys: 


ausgefallten EiweiB befreit. Nach 20tigiger Dialyse — wobei an 
organische Salze entfernt waren — war immer noch viel Fibrinogen 


in der Dialysierhiilse in Lésung geblieben. Es wurde dann NaC! zu- 
gesetzt, bis die Lésung wieder 0,85°, NaCl enthielt. Diese Lésung zeigte 
bei den Versuchen das gleiche Verhalten wie das nicht dialysiert: 
Fibrinogen. 
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wiederholte sich die alte Erfahrung, daB ausgefalltes Fibrinogen 
iniger Zeit im ausgefillten Zustande irreversible Anderungen auf- 
rel Man bekommt keine echte Lésung mehr, sondern nur eine 
Suspension kleiner EiweiBteilchen, bzw. sogar ,,Fibrinogene‘ mit 


nact 


inem anderen ITEP. 


}) Bestimmung der Breite der Flockungszone bei variierter Konzentration 
von Fibrinogen. 

Zu einer Reihe von Fibrinogenlésungen verschiedener Konzen- 
‘ration wurde Salzsiure (0,85° NaCl enthaltend) in UberschuB zu- 
setzt und dann tropfenweise NaOH (0,85°, NaCl enthaltend), bis 
i beginnenden Ausflockung des Fibrinogens. Dann wurde die H- 
lonenkonzentration gemessen und der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl 


estummet. 


) Ausfiihrung der potentiometrischen Titration zur Bestimmung des Ver- 
bindungsvermégens und des IEP des Fibrinogens. 

Es wurden gleiche Volumina von Fibrinogenlésung und von 
0.85°,iger NaCl-Lésung in zwei verschiedenen Becherglisern ab- 
yemessen und zu jeder dieser Lésungen genau dieselbe Menge einer 
n 50 Salzsiure gesetzt. Die beiden Lésungen wurden dann mit n/50 
NaOH titriert und die H-lonenkonzentration unter Anwendung der 
Chinhydronelektrode bei konstanter Riihrung gemessen. Die Salz- 
siure und die Natronlauge waren mit Riicksicht auf NaCl 0,85 °,ig 
gemacht, wobei die NaCl-Konzentration wahrend der Titration praktisch 
nicht geiindert wurde. 

Da in den beiden Lésungen Salzgehalt, Sauregehalt und Volumen 
gleich sind, ist eine Differenz in der H-lonenkonzentration auf Rechnung 
les Fibrinogens zu schreiben. Die Differenz in der NaOQH-Menge, 
die den beiden Lésungen zugesetzt werden muB, um dieselbe H-lonen- 
konzentration zu erreichen, gibt ohne weiteres an, wieviel HCl als 
Fibrinogenchlorhydrat bei der gegebenen H-lonenkonzentration ge- 
bunden ist. 

In dem Punkte, wo diese Differenz maximal und konstant ist, ist 
alles Fibrinogen als Chlorhydrat vorhanden, und die Differenz gibt 
das maximale Saéurebindungsvermégen des Fibrinogens. 


Da die Wiederauflésung des ausgefillten Fibrinogens, wie die 
Reaktion tiberhaupt, eine gewisse Zeit beansprucht, macht sich auf 
der alkalischen Seite des IEP die Kohlensiure bemerkbar, und die 
angefiihrten Werte des Basenbindungsvermégens sind nur als An- 
niherungswerte zu betrachten. Jede Titration wurde zweimal aus- 
gefiihrt, und die. Resultate zeigten vollstandige Ubereinstimmung. 
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Ill. Versuchsergebnisse. 
a) Breite der Flockungszone bei variierter Konzentration von Fib 


Die Ergebnisse sind in der Tabelle | zusammengestellt: |i). 
als MaB fiir den Fibrinogengehalt, sind angegeben die Milligram \ 
(nach Kjeldahl bestimmt) in 100 ccm der Lésung, rechts die pg-Wert, 
zwischen denen im sauren Gebiet die eben beginnende Ausflock,,; 
stattfindet : 


Tabelle I. 





mg N Pu 

33,3 1,10 — 2.44 

26,3 3.40 — 3.64 
54 4,16 
1,2 4,42 — 4,75 


b) Potentiometrische Titration. 


Die Ergebnisse einer Reihe von Titrationen  verschiedenc 
Fibrinogenlésungen, dargestellt von MgSO,-Plasma und Oxalat-Plasma 
von Pferdeblut. sowie einer Titration einer Fibrinogenlésung w 
‘ Oxalat-Plasma aus durch Ader 
> laB gewonnenem Menschenblw' 

stimmten vollstandig iiberein 


Die Zahlen einer der aus 
gefiihrten Titrationen sind in de 
Tabelle [1 zusammengestellt : [i 
Kolonne I enthalt die zugesetzte: 
Mengen NaQH, die Kolonne |! 
die pyu-Werte, gefunden bei der 
Titration der Lésung mit Fibr 
nogen (die Menge von Fibrinoge: 
entsprach in diesem Falle 2 mg N 
die Kolonne III die pg-Wert 
gefunden bei der Titration er 
Lésung ohne Fibrinogen. Dauet 





7 . . -" 
der Titration 2 + 2 Stunden 
} ; a —_ Zur Veranschaulichung det 
—=com"/50 Nadh Verhiltnisse ist die Titrations 
Abb. I. kurve graphisch dargestellt (Ab 


bildung 1). Als Ordinaten sin¢ 
die pu-Werte, als Abszissen die zugesetzten Kubikzentimeter der 
Natronlauge abgesetzt. Die gestrichelte Kurve ist die Titrations- 
kurve der Lésung mit Fibrinogen. 
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Tabelle 11. 





I Il Il 
n 30 NaOH Py (mit Fibrinogen) Py (ohne Fibrinogen) 

0 1,77 1.65 
l 1,93 1,76 
2 2.11 1.93 
3 2.42 2.11 
3.5 2.65 2,24 
4 3.00 2.438 
4,2 3,20 2.55 
4.4 3.40 268 
4.6 3.65 2.85 
4,5 4,10 3.91) 
4.9 4.50 3.50 
4,95 4.91 4.00 
5 5.50 6.91 
5,05 (6,30) 7.20 
D1 (6,50) 7.66 
5.15 (6,68) 7,90 
5,2 (6,81) 8.05 
54 (7.65) 8.39 
5.7 (8,34) 


Aus der Tabelle I geht hervor, daB die Flockungszone von der 
Fibrinogenkonzentration abhiangig ist, indem die Zone um so breiter 

je gréBer die Konsent sation. 

Aus der Tabelle Il] und aus der aufgezeichneten Kurve ist er- 
sichtlich, daB das Fibrinogen bei py-Werten unter 5 Wasserstoffionen 
bindet und bei py-Werten iiber 6 Wasserstoffionen frei macht. Der 
Kurvenschnittpunkt liegt bei pa etwa 5,5. Hier ist gleichviel Saure 
ind Base vom Fibrinogen gebunden (bzw. weder Saure noch Base) 
Dieser Punkt ware dann als IEP des Fibrinogens zu bezeichnen. 


Wie aus Tabelle Il hervorgeht, ist das Saurebindungsvermégen 
mgefahr konstant bei pa-Werten unter 2. Aus der aufgezeichneten 
Kurve sieht man, daB dann | cem n/50 HCl gebunden ist. Die an- 
sewandte Fibrinogenlésung enthielt 2 mg N (nach Ajeldahl bestimmt). 
Berechnet man nach der Elementaranalyse Hammarstens (6) von reinem 
Pferdefibrinogen die diesem N-Gehalt entsprechende Fibrinogenmenge, 
«0 findet man 12 mg Fibrinogen. Demnach bindet 1 mg Fibrinogen 
maximal 0,06mg HCl. 


Die Konzentration der angewandten Fibrinogenlésungen variierte 
wwischen einem Stickstoffgehalt von 5,2 mg pro 100 cem und 44 mg 
pro 100 cem. Das Saurebindungsvermégen (berechnet pro Milligramm N 
im Fibrinogen) zeigte sich unabhangig von der Konzentration des 


Fibrinc gens. 
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IV. Zusammenfassung. 


1. Der isoelektrische Punkt des Fibrinogens wurde mittel: 
trometrischer Titration zu py etwa 5,5 gefunden 


2. Die Breite der Flockungszone wichst mit der Konzent rat 


des Fibrinogens. 


. 


gehalt von 0,85°, wurde gleich 0,06 mg HC! pro Milligramm Fibrinoy 


gefunden. 
V. Literatur. 
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3. Das Sdurebindungsvermégen des Fibrinogens bei einem Kochsa 
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Uber die Adsorption der Urease durch Cholesterin. 
phys Von 
tg Martin Jacoby. 


\us dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 19. September 1927.) 


Friiher' habe ich gezeigt, daB die Urease an Fibrinflocken ad- 
worbierbar ist und in adsorbierter, ungeléster Form wirksam ist. Zu- 
ammen mit Shimizu wurde dann gefunden, daB auch an Calcium. 
phosphat und an Cholesterin eine Adsorption von Urease stattfindet?*. 
labei ergab sich, daB ohne Beriicksichtigung der Auxokérper eine 
Jare Erkenntnis des Umfangs der Adsorption nicht méglich ist, Sowohl 
n den Versuchen mit Shimizu wie in solchen mit Hosokawa*® ergab 

h, daB Adsorbate an Cholesterin ohne Auxokérperzusatz nur eine 
vhr geringe Wirksamkeit entfalten, die aber durch Auxokérperzusatz 
norm gesteigert wird. Wahrend die Adsorption uns recht gut gelang, 
itten wir bei Elutionsversuchen sehr geringe Erfolge. Neuerdings 
haben wv. Ruler und Brunius* Adsorptionsversuche mit Urease an- 
sestellt, bei denen ihnen mit Kaolin eine ganz gute Adsorption gelang, 
lie adsorbierte Urease konnte mit Soda bis zu einem gewissen Grade 
luiert werden. Wir haben mit Kaolin entsprechende Versuche wie 

Euler und Brunius angestellt und sind zu vergleichbaren Resultaten 
vlangt. In ihrem besten Versuche erhielten v. Euler und Brunius 
folgendes Ergebnis, ausgedriickt in n/10 NH, Kubikzentimeter: 10 Mi- 
nuten 0,88, 20 Minuten 1,62, 30 Minuten 2,47. Das sind absolut sehr 
sleine Ausschlage. 

Nach meiner Meinung ist es zweckmaBig, bei Adsorptionsversuchen 
nit Urease optimale Wirkungsbedingungen durch einen Auxokérper 


1 M. Jacoby, Uber die Adsorption von Ureasen und ihre Wirksamkeit 
ungeléster Form, diese Zeitschr. 74, 93, 1916. 

* M. Jacoby und T. Shimizu, ebendaselbst 128, 100 u. 103, 1922. 

’ T. Hosokawa, ebendaselbst 149, 363, 1924. 

4 +. Euler und Brunius, diese Zeitschr. 188, 1, 1927. 
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herzustellen. Aus diesem Grunde haben wir unsere fritheren ('}, 
esterinversuche wieder aufgenommen und jetzt einen quantitativ | \are, 
Uberblick iiber die Wirkung des Cholesterins erhalten. —Wil/sy, 
und seine Mitarbeiter sind bei Enzymisolierungen auch melhirfac) 
darauf aufmerksam geworden, daB8 Isolierungen nur bei optimal 
Milieubedingungen vergleichbar sind. Es scheint uns aber, da{ } 
der Urease das Milieu durch das Eingreifen der Auxokérper eine x 
besonders bedeutsame Rolle spielt, daB man bei ihr diese Verhalt nis. 
am wenigsten vernachlassigen darf. 

Unsere lange zuriickliegende Feststellung von der Wirksamke 
der Urease in unléslicher, adsorbierter Form hat inzwischen an Interes, 
gewonnen, als Sumner! gezeigt hat, daB auch der kristallisierte Kiwei( 
kérper, den er mit hochwirksamer Ureasewirkung aus Jackbohney 
isolieren konnte, sehr leicht ohne Verlust der Wirksamkeit in die wy 
lésliche Form tibergeht. Man kénnte sich jetzt fragen, ob tiberhaup 
Adsorptionsversuche mit Urease noch Interesse haben, falls Sumn, 
mit Recht das kristallisierte EiweiB als den Trager der Ureasewirkung 
annimmt. Mir scheint das durchaus der Fall zu sein, selbst wenn di: 
Versuche fiir die Enzymisolierung ohne Interesse sein sollten, dem §& . 
wir gelangen wohl jetzt in eine Forschungsperiode, in der Eigenschafte: \ 
der Enzyme wie ihr Verhalten bei der Adsorption fiir die Charak 
terisierung der Enzyme Bedeutung gewinnen. Dabei darf man nich: 
nur an die spezifische Wirkung des Enzyms denken, sondern auch a: 
die Stellung der Wirkungsgruppe zum ganzen Enzymkomplex und a: 
die Fixierung des Enzyms in der Zelle, die allmahlich im biologische 
Interesse auch geklart werden muB. 

Aus den zahlreichen Versuchen fiihren wir Beispiele an, welche di 
Wirkung des Cholesterins demonstrieren. Alle Versuche wurden mit den 
selben gut wirksamen Jackbohnenpriaparat (Arlco-Urease) ausgefiihrt 
Das Praparat ist im Phosphatgemisch klar léslich, es wurde aber die taglic! 
frisch bereitete Lésung immer besonders filtriert. Die Bedingungen wurde: 
optimal eingestellt, indem die Gemische mit Phosphaten (m/3 pg 7.17 
gepuffert wurden. Jede Probe enthielt 5 mg Cyankalium, was nach unsere: 
vielen, auch jetzt wieder besonders gesicherten Erfahrungen eine optimal 
Aktivierung bewirkt. 

Zunichst schildere ich einen Versuch, der die gute Proportionalitat 
bei optimalen Bedingungen zeigt, einen Uberblick iiber den Umfang der 
Adsorption der Urease gibt und erkennen lat, wie enorm der Unterschied 
zwischen der Wirkung bei Zusatz und ohne Zusatz von Cyankalium ist 

Es wurden vier Proben angesetzt, die simtlich 0,3 cem Toluol, 5 mg 
Cyankalium, 400 mg Harnstoff und 45 cem Phosphatgemisch (m/3 pg 7.17 
enthielten. Probe 1 2 mg, Probe 2 1 mg, Probe 3 0,75 mg, Probe 4 0,5 mg 
Urease. 


1 Sumner, Journ. of biol. Chem. 69, 435, 1926. 
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weitere Proben von je 5mg Urease in 10 cem Phosphatgemisch 





nh the "4 : ‘ ° a . 
nit je 0,02 g Cholesterin, gelést in 0,5cem Alkohol, ausgefallt, 
2 an stehende Niederschlag nach kurzem Umriihren sofort abfiltriert 
Ml statt ; i0cem Phosphatgemisch (m/3 pg 7,17) gewaschen. Dann wird 
ehrtac} Niederschlag in entsprechenden Ansatzen wie oben behandelt ; Probe 5 
timale Cyankalium, Probe 6 mit 5 mg Cyankalium. 
laB he trutschrankdauer in allen Versuchen 20 Stunden. 
eine < .. Smee ttl lw se RRO IO OSS 
iltniss ee ee eS Oe es. SR See ee 
3. 0,75 ,, ctw ses ae et, SS o DP See 
4. 0.50 ,, ie ee ce ee oe oe a hr ee 
amkert ; 
hen 5. Niederschlag ohne Cyankalium 12.9 , n/l0O 9,7% 
OTOSS : 
Rierei 6. Niederschlag mit Cyankalium . 109,5 ,, n/10  82,0%, 
Jiwel 
bohney Yon den 5 Milligrammen Urease ist also 16mg 32°, adsorbiert 
lie w vorden, wovon nur 0,19 mg 3,8°, ohne Zusatz von Cyankalium manifest 
ul 
verden. 
rhaupt : P , . . . 
: Im né&chsten Versuch werden bei sonst gleichen Bedingungen drei 
“ ‘ . . . : - - 
Niederschlage mit je 10 cem Phosphatlésungen (pq 7,17) ausgewaschen. 
irk - 49 ‘ 
rxung l. pu 4,49 = 2. spa 7,17 3. py 9,18 
nn dir ‘ , : aes - 
In einer weiteren Probe 4 wird anstatt mit 0,02 g Cholesterin in 0,5 cem 
denn \lkohol mit 0,08 g Cholesterin in 2 cem Alkohol ausgefallt. Der entstandene 
hafter Niederschlag wird ebenfalls mit 10 cem Phosphat (py 7,17) ausgewaschen. 
harak \nsitze wie im vorigen Versuch, iiberall 5 mg Cyankalium. 
| nicht 1. 86,5%, 2. 88,1% 3. 64,6%, 4. 86,1%. 
ich ay Das Waschen mif alkalischem Phosphat setzt also erheblich die Wirk- 
ind a: umkeit herab, die Menge des Cholesterins ist in weitem Umfange ohne 
ischer fedeutung. 
Die nachsten Versuche geben entsprechende Resultate. Hier wurden 
Niederschlige mit 20 cem Phosphatgemisch gewaschen. 
he «i 
t den Pp 
fiihrt das Weschilisssigkeit Versuch A Versuch B 
aglicl 
murder a mi jim 
upene (17 76.1 17,0 
—* 9,18 53,1 52.3 
hse rel 
timate . : ; . 
Durch Behandlung mit alkalischer Phosphatmischung tritt also eine 
\bschwachung ein von 
— 26,7, 30,2 und 32,1°%,. 
iv det - . . . . - . 
schied Der nachste Versuch zeigt nebeneinander die Verhaltnisse ohne Cyan- 
= ist ‘lium und mit Cyankalium, und zwar: 
nee A. in einer bestimmten Quote der Ausgangslésung; 
Bn \ best t te der A gsl g 
7A B. die Wirkung des durch 0,01 g Cholesterin erhaltenen Niederschlags 
5 mg nach Waschen mit 10 ccm Phosphatgemisch (py 7,17); 


C. die Wirkung des Filtrats in einer entsprechenden Quantitaét wie 
in der Ausgangslésung, aber nach Entfernung des adsorbierten 
Anteils. 
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Ohne Cyankalium Mit Cyankalium 
aS a ko aw @ 11,7 59,6 
a9 Se 9.8 71.6 
C 9,0 45.8 


Die Berechnung ergibt bei den Versuchen ohne Cyankalium 
eine Adsorption von 8,4°%, berechnet nach der Wirksamkeit des Adsor}a; 
™ » 26,0%, m= i a * » Filtrats 
Bei den Versuchen mit Cyankalium 
eine Adsorption von 12,0%, berechnet nach der Wirksamkeit des Adsorha 


” 1 308%, % - 99 * » Filtrats 


Zusammenfassung. 


Cholesterin adsorbiert die Urease, die Wirksamkeit des adsorbierten 
Enzyms wird durch Auxokérper sehr verstarkt. Durch Behandluny 


des Adsorbats mit Alkali wird die Wirkung des Adsorbats vermindert 
Uber die Elution des adsorbierten Enzyms wird spiiter berichtet werden 
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(ber den Mechanismus der alimentiren Hyperglykamie 
nach Versuchen mit Liavyulosefiitterung. 


Von 
Friedrich Kronenberger und Paul Radt. 
{us dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


{Eingegangen am 19. September 1927.) 


Fiihrt man Tieren oder Menschen per os Traubenzucker zu, so 
kann man schon nach ganz wenigen Minuten bereits wahrend der 
lahlzeit eine Hyperglykamie nachweisen. Eisner und Forster!, welche 
uf diese Erscheinung in einer im hiesigen Laboratorium ausgefiihrten 
\rbeit zuerst aufmerksam machten, deuteten das Phinomen so, daB 
der Zucker imm Magendarmkanal auf refiektorischem Wege die Leber 
eranlaBt, Zucker auszuschiitten, wodurch es dann zur sofortigen 
Hyperglykamie kommt. Immerhin haben Grunke und Hesse* — ebenfalls 
m hiesigen Laboratorium — einen Befund erhoben, der zunichst 
eichter durch schnelle Resorption des verfiitterten Zuckers sich er- 
karen lieB. Sie fanden namlich, daB zwar nach Erschépfung des Gly- 
kogendepots der Leber die Hyperglykimie durch Adrenalin nicht 
mehr zustande kommt, wohl aber noch die Fiitterungs-Hyperglykamie, 
so daB man hier an eine blitzartige Zuckerresorption denken kann. 
Zur weiteren Klarung dieser Frage, deren Bedeutung auch durch die 
neuesten Mitteilungen von Hdussler und O Loewi* hell beleuchtet wird, 
haben wir auf Vorschlag von Herrn Professor Jacoby noch einen anderen 
Weg eingeschlagen. Wir untersuchten das Auftreten von Livulose 
im Blute nach Lavulosefiitterung, da durch die Heranziehung eines 


kérperfremden Zuckers es méglich ist, leichter zu entscheiden, ob die 
Hyperglykiimie durch Leberzucker oder durch Nahrungszucker 


bedingt ist. 


1 Berl. Klin. Wochenschr. 1921, 8S. 839 und Zeitschr. f. d. ges. exper. 
Med. 52, 214, 1926. 

* Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 54, 439, 1927. 

3 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 123, 1927. 
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Untersuchungen mit lLiavulosefiitterung haben schon a , 
Autoren ausgefiihrt (Zsaac', Spence und Brett?) jedoch beziehen 
ihre Versuche nicht auf die hier interessierende Frage der schnell! «iy 
setzenden Hyperglykimie Um diese Frage priifen zu kénnen, n 
erst eine brauchbare Reihenmethode der Lavulosebestimmung 
Verfiigung stehen 

Zu Beginn unserer Untersuchung war uns eine fiir den gewiinse!! -y 
Zweck brauchbare Reaktion zum quantitativen Nachweis der Lavul 
im Blute nicht bekannt. So war es die Aufgabe des einen von 
(Radt), eine fiir die Verhaltnisse des Tierversuches brauchbare Methodik 
auszuarbeiten. Das gelang auch so weit, daB beweiskraftige Kaninch«y 
versuche angestellt werden konnten. Erst nach AbschluB des griébicen 
Teiles der Versuche wurde von van Creveld® eine Methode beschriehey 
die sich als vorteilhafter erwies. Mit dieser Methode priifte Krone 
berger die vorher erhaltenen Ergebnisse in einer neuen Versuchs. 
reihe nach. 


a) Wir gingen zunichst von der seit langem bekannten Resorci: 
HCl-Reaktion (Seliwanoffsche Reaktion) zum Nachweis der Liavulose ans 
Diese ergibt, wenn man Lavuloselésung mit der gleichen Menge 25° iger 
HCl und einigen Kérnchen Resorcin 20 Sekunden kocht, einen roten Nieder 
schlag oder rétlich-gelbliche Farbung, je nach der Menge der vorhande 
Lavulose. Der Hauptfehler dieser Reaktion, die bisher quantitativ noc! 
nicht benutzt worden ist, ist der, daB sie nicht spezifisch ist, sondern der 
entstehende Farbstoff, das Oxymethylfurfurol, auch von anderen Koh| 
hydraten, z. B. auch der Glucose, wenn auch in viel geringeren Menge 
gebildet wird. Quantitativ benutzten wir die Seliwanoffsche Reaktion i: 
folgender Weise: Kocht man im Reagenzréhrchen von gleich lichter Weit: 
0,5cem der lavulosehaltigen Fliissigkeit mit 0,5 cem 25°,iger Salzsaure, 
die in 100 cem 5 g Resorcin gelést enthalt, genau 10 Minuten im siedenden 
Wasserbad, so entspricht jeder in diesem Kubikzentimeter vorhandenen 
Liavulosemenge eine bestimmte Farbe. Dabei kommt es darauf an, dai 
stets mit gleichen Mengen Resorcin gearbeitet wird, da wir beweisen konnten. 
daB mit steigenden Resorcinmengen eine schwachere Farbung resultiert 
Ferner ist von Wichtigkeit, im Wasserbad und nicht in der Flamme, wie 
in der Originalreaktion, zu kochen, da die resultierende Farbe durch die 
Menge des verdampften Wassers beeinfluBt wird, was bei Erhitzen in der 
Bunsenflamme auch bei gleichen Zeiten verschieden ist. Die Menge det 
vorhandenen Lavulose laBt sich nun in doppelter Weise bestimmen. 1. Man 
kann sich mit Leichtigkeit nach Lavuloselésung mit bekanntem Lavulos: 
gehalt Farbtabellen anlegen und mit diesen sofort nach Erkalten di 
Réhrchen vergleichen. Wir verzichten hier auf die Wiedergabe von solchen 
Tabellen. Standardréhrchen, die man immer wieder verwendet, sind nicht 
zu empfehlen, da die Farben sich schon nach kurzer Zeit andern. 2. Man 
kann die Ausgangslésung in geometrischer Reihe verdiinnen und bestimmen, 


' Med. Klin. 1920, S. 1207 und Berl. Klin. Wochenschr. 1919, S. 94! 
Lancet 1921. 
* Klin. Wochenschr. 1927, S. 697. 





Mechanismus der alimentéren Hyperglykamie. 163 


wievielten Réhrchen noch eine Farbung sichtbar bleibt. Da man 
renzen der Reaktion kennt, ist es leicht, daraus die vorhandenen 
semengen zu berechnen. In unseren Versuchen bedienten wir uns 
Kiontrolle wegen meist beider Mdéglichkeiten. Bei dieser Methodik 
ich nicht ausschlieBen, ob nicht auch Traubenzucker an der Reaktion 
gt ist. Wir konnten nachweisen, dab eine Traubenzuckerlésung 
elben Farbton ergibt, wie eine Lavuloselésung, die den 30. Teil Zucker 
alt. Dieser Fehler laBt sich dadurch ausschalten, dab man gleichzeitig 
Reduktionswert der Lésung bestimmt und vergleicht. 
Nicht unerwahnt soll bleiben, daB eine entsprechende Reaktion fii 
dose und Glucose auch ohne Resorcin allein mit 25°,iger Salzséure 
fiihrbar ist, wenn man ungefahr dreimal solange im Wasserbad erhitzt. 
h gibt diese Reaktion keine besonderen Vorteile. Ebensowenig ist es 
itzlich, den Farbstoff mit Amylalkohol oder Essigiéither auszuschiitteln. 
Die Reaktion zum Nachweis der Lavulose im Blute fiihrten wir nun 
folvendermaBen aus: 2ccem Blut werden mit 2cem Trichloressigséure 
versetzt, gut durchgeschiittelt und filtriert. Mit je 0,5cem des Filtrats 
wird Reagenzglas Nr. 1 und 2 beschickt, nachdem schon vorher Reagenz 
glas Nr. 2 bis 8 mit je 0,5cem Aqua dest. gefiillt sind. Der Inhalt von Reagenz- 
glas Nr. 2 wird gut durchmischt und davon 0,5 cem in Reagenzglas Nr. ‘ 
iibertragen, wieder gemischt und davon 0,5 cem in Reagenzglas Nr. 4 usw. 
bis 8. Von diesem werden 0,5 cem weggeschiittet. Dann werden zu Reagenz 
glas Nr. 1 bis 8 je 0,5cem der Resorcin-HCl-Lésung zugesetzt, darauf 
10 Minuten im siedenden Wasserbad gekocht. Ablesung erfolgt sofort 
nach Erkalten in der oben beschriebenen Weise. Der Nachteil der Methode 
besteht darin, daB schon normales Tiet- 6der Menschen-Niwhternblut eine 


gelbliche Farbung gibt, die eine gewisse Stérung darstellt. Man kann 
jedoch diese Farbe bei der Auswertung der Resultate von der spiiter aut 
tretenden abziehen, um zu brauchbaren Ergebnissen zu kommen. In vielen 
Kontrollversuchen, in denen wir bekannte Livulosemengen dem Blute 
zusetzten, hat sich dieses bestatigt. Es mu8 allerdings zugegeben werden, 
daB die von van Creveld' nach AbschluB eines groBen Teiles unserer Versuche 
veréffentlichte Methode mit Diphenylamin unserer Resorcinreaktion tiber- 


legen ist. 

b) Wir unterzogen diese Methode einer Priifung, bevor wir auch mit 
ihr Tierversuche durchfiihrten. Die Reaktion, die zuerst von Jhil und 
Pechmann® angegeben wurde, beruht darauf, da Liavulose mit Dipheny!- 
amin und 25°,iger HCl in der Hitze eine blaue Farbe ergibt. Wir richteten 
uns im wesentlichen in der Ausfiihrung nach den Angaben van Crevelds. 
Das Blut wurde nach Schenk mit je leem 4° ,iger Salzsiiure und 2 ccm 
5°%iger Sublimatlésung pro Kubikzentimeter Blut enteiweibt, das Filtrat 
nach Zusatz von 0,l cem 20°, iger alkoholischer Diphenylaminlésung und 
leem 25°,iger HCl 15 Minuten im Wasserbad erhitzt und nach dem Er- 
kalten mit Amylalkohol ausgeschiittet. Durch die EnteiweiBung wurde 
das Blut vierfach verdiinnt. Fiir die Bestimmung der Liaivulosemenge 
benutzten wir eine arithmetische Reihe von Vergleichsréhrchen, von denen 
das erste 1 mg-°, Lavulose enthielt und die Lavulosemenge immer um 
den Faktor 1 mg anstieg, also 1 mg, 2 mg, 3 mg usw. Wir gingen dabei von 


' Klin. Wochenschr. 1927, 8S. 697. 
? Chem.-Ztg. 1885, S. 451. 
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einer 200 mg-®,igen Standard-Lavuloselésung aus und verwandten yj; 
gleich gutem Erfolg enteiweiBbtes Kaninchen- oder Hammelblut fii: 
Vergleichsréhrchen. Da das zur Untersuchung bestimmte Blut als | 
der EnteiweiBung wie gesagt vierfach verdiinnt war, muBten wir 
mit 4 multiplizieren, und fiir unsere Bestimmungen standen uns als 
Endergebnis zum Vergleich LavulosegréBen von 4, 8, 12 mg-°, usw 


Verfiigung. Gewohnlich hatten wir acht Vergleichsréhrchen, ko: 
somit Laivulosemengen von 4 bis 32 mg-°, feststellen. Naheres 


methodische Einzelheiten siehe bei van Creveld. Wir hielten es nun fii 
erforderlich, mit dieser Methode verschiedene Kontrollen anzust: 
Dabei fanden wir, daB gleiche Reihen mit bekanntem Lavulosege}yal; 
gut iibereinstimmende Farbténe ergaben. Vergleich emer Lavuloserei}, 
der genau soviel Traubenzucker als der Kontrolle Lavulose zugesetzt way 
(Lésungsmittel enteiweiBtes Blut), zeigte bei der Traubenzuckerreily 
gut wie keine Blaufarbung. Ein Diabetikerblut mit einem Blutzucker \ 
270 mg-°%, lieB einen schwachblauen Ton erkennen, der jedoch weit unter 
halb des Farbtons von 4 mg-°,, Lavulose lag. Erwahnen miissen wir alle: 
dings, daB wir zuweilen bei normalem Niichternblut eine leicht blaue Far!» 
fanden, die jedoch sehr unerheblich war und uns praktisch nicht stort 
Die Tierversuche wurden im allgemeinen in beiden Versuchsreihen 
folgendermaBen angestellt. Die Kaninchen hatten 24 Stunden gehungert 
und erhielten 1 Stunde vor der Lavulosefiitterung durch die Nas: 
eine Magensonde als Dauersonde, wie es Grunke und Hesse! in einer 
Arbeit unseres Laboratoriums beschrieben haben. Der durch die Er 
regung bei der Sondeneinfiihrung etwa angestiegene Bluyzucker konnt: 
dann bei der Beruhigung der Tiere in dieser Stunde wieder abfallen 
Kurz vor der Fiitterung bestimmten wir den Niichternblutzucker 
Das Blut wurde der Ohrvene entnommen, wir lieben es in klein 
Schalchen tropfen, die zur Verhinderung der Gerinnung etwas Natrium 
citricum enthielten. Fiir jede Untersuchung geniigten fiir Doppe'l- 
untersuchung je 40 bis 60 Tropfen. Den Blutzucker bestimmten wir 
nach Hagedorn und Jensen®. Gleich nach der Niichternblutentnahm« 
injizierten wir durch lie Sonde mittels Rekordspritze 5 bzw. 10 g Lavu 
lose, gelést in 10 bzw. 20 ccm Wasser, und entnahmen innerhalb der 


“ . 7 : \ 
nachsten Stunde mehrfach Blut zur Untersuchung. In jeder Blutprobe 
wurden Lavulose und Gesamtreduktion festgestellt. 

Auszug aus den Protokollen. 

I. 23. Februar 1927. Kaninchen Nr. 2, grau, 1960g. Fiitterung |') 
Lavulose. ‘ 
om ss ' Vi 
Niichternblut. . . . . . . . 158mg-%, Lévulose 
3’ post coenam Blutz.. . . 157 mg-%%, 

—  » *” % l= * 


' Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 54, 439, 1927. 
2 Diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 
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2. Marz 1927. Kaninchen, weif, Nr. 1. 2540g. 10g Laévulose. 
Niichternblutz.. . . ... . 92 mg-%, Lévulose 94 mg-° 
2,5’ post coenam Blutz. . . 210,5_,, 200 _(,, 

25’ - os nae 3 ; 210 

35° , » 0 + « « OM %” , 210 


70’ ‘ eee - 220 
9. Marz 1927. Kaninchen Nr. 1, 10 g¢ Lavulose. 


Niichternblutz.. .... . . 129 mg-®%, Léavulose 
4,5’ post coenam Blutz. . 138 - 
30’ * o - 2 en BE - 
40’ - , ic *s oS ¥ 
65’ = iia ae 2 ” 


14. Marz 1927. Kaninchen Nr. 4. 10g Lavulose. 


Niichternblutz.. . . . . . . 185 mg-%, Lévulose 

3’ post coenam Blutz.. . . 200 ” * Spuren 

a ws i ~ -_ 225 i 30 mg-° 
0’ - Pe ee ee i oo = 


oe ‘ mm 
60 - - - <i: + ee a - 7. on 


18. Marz 1927. Kaninchen, wei®B, Nr. 9. 6,0 g Lavulose. 
Niichternblutz.. . . . . . . 161 mg-%, Léavulose 

2’ post coenam Blutz.. . . 164,5 — ,, ~ 
30°’ Cs a oe ee a . a -" 30 mg- 
a. a a = ot at * ws 18 


er ts i =a ow ~« SRS * - Spuren 


30. Marz 1927. Kaninchen, weiB, Nr. 1. 10g Lavulose. 


Niichternblutz.. . .. . . . 129 mg-%, Léavulose 
3’ post coenam Blutz.. . . 138 - = 
= = = 150 - = 30 mg-' 
_ w ms - ——s i - 30 
a we is . 2s e- = - 36 


4. April 1927. Kaninchen, weib, Nr. 9. 10g Lavulose. 


Niichternblutz.. . . . . . . 152 mg-%, Léavulose 

2’ post coenam Blutz.. . . 170 99 - 14 mg- 
—  w = - . << «ee : a 30 
Ss is ws ‘tes aa rm 40 
ae = ve « av oe rn ie 30 


4. April 1927. Kaninchen Nr. 4. 10,9 g Lavulose. 


Niichternblutz.. . . . . . . 163 mg-%, Lavulose 

2’ post coenam Blutz.. . . 168 - - Spur 
a - - a - . 20 mg-' 
— lt *” 7 : te - 7 
30° 99 ’ 99 [+s oe 99 ’ 25 ” 
a se ~ ... a ” 20 
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Ldavulosebestimmungen nach van Creveld. 


IX. 27. Juni. Wei®-schwarzes Kaninchen, Gewicht 2630 g.  Fiitteru 
5¢ Lavulose. 


Niichternblutzucker . . . . 161 mg-°,, Lavulose 

1,5’ post coenam Blutzucker 187 _ ,, * 
32’ o - = 210 _~=C,, te + unt.4me 
74’ os - = 203 _—=C«,, a + unt.4 


(jedoch weniger als bei Bestimmung nach 32 Minute: 


X. 12. Juli. Schwarzes Kaninchen, Gewicht 2320g.  Fiitterung 5, 


Lavulose. 


Niichternblutzucker . . . 142 mg-°,, Lavulose (nur Ss} 
Blaufarbung 


3,5’ post coenam Blutzucker 168 _,, oa 
33’ a in 7 ss 12—-14mg- 


XI. 13. Juli. Sehwarzes Kaninchen, Gewicht 2350g. Fiitterung jy 


Niichternblutzucker . . . . 137 mg-°,, Léavulose 
5’ post coenam Blutzucker . 148 | ,, - + unt.4mg 
oa " ‘a ~ oe a 6 mg-°% 


X11. 19. Juli. Schwarzes Kaninchen (gleiches Tier wie in Versuch X1). 
Gewicht 2240g. Fiitterung 5g Lavulose. 


Niichternblutzucker . . . . 103 mg-°%, Lavulose 
4,5’ post coenam Blutzucker 133 _,, *» 
33,5" . i os = a 6 mg-°, 


XII. 23. Juni. Kaninchen, Albino, nicht niichtern. Fiitterung 10 g Lavulose 


Niichternblutzucker .. . . 131 mg-°,, Léavulose 
3’ post coenam Blutzucker . 164 ,, *» 
me ie * Pea a,  — = 16 mg-° 


Besprechung der Protokolle. 


Wir sehen aus unseren Versuchen, daB wir bei 11 von 13 Tieren 
im peripheren Blut Laivulose nach Verfiitterung nachweisen konnten 
Die Mengen schwanken, durchschnittlich fanden wir Werte zwischen 4 
bis 40 mg-°,,, in einem Fall 70 mg-°%, in einem anderen sogar den 
abnorm hohen Wert von 220 mg-°%,, ein Fall, in dem auch die Blut 
zuckerkurve abnorm hoch stieg (Versuch 2). In fiinf Fallen lieB sich 
schon 2 bis 5 Minuten post coenam Lavulose im peripheren Blut: 
nachweisen, meist in geringer Menge, nur in Fall 2 finden sich schon 
nach 21, Minuten 94 mg-°, Lavulose. Bis auf die beiden negativen 
Fallen finden wir nach 20 bis 30 Minuten immer Lavulose. Eine |» 
stimmte Form der Liavulosekurve ist ebensowenig wie die der Blut- 
zuckerkurve festzustellen. Die Héhe der Blutzuckerkurve schwank' 
betrachtlich. So sehen wir ein Ansteigen von 92 auf 322 mg-% (Fal! 2 
von 131 auf 222 mg-%, (Fall 13) und in Fall 11 nur einen minimalen 
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stieg von 137 auf 148 mg-%. Ein Parallelismus zwischen Héhe 

r Gesamtreduktion und Liavulosehéhe liegt fast nie vor. Wir sehen 
einen Blutzuckeranstieg von 129 mg-°,, (Fall 3), ohne tiberhaupt Lavulose 
im Blute zu finden. Ahnliches zeigt Fall 1. Fall 12 dagegen zeigt einen 
Blutzuckeranstieg von 103 bis 133 mg-°,,-ohne Lavulose im Blute er 
kennen zu lassen, hingegen beim Abfall der Kurve auf 114 mg-°;, finden 
wir 6 mg-°®, Liavulose. Andererseits kénnen wir im Fall 2, bei dem der 
Blutzucker von 92 auf 322 mg-°%, steigt, diese Hyperglykamie fast 
vollstandig auf Lavulose beziehen, also analoges Verhalten von Blut 
zucker- und Lavulosekurve. Dieser Fall spricht eher fiir die Resorptions - 
theorie, wahrend man die tibrigen Falle mehr zugunsten der Reiztheorie 
erklaren kann. 

Ergebnis. 


Die Versuchsergebnisse dieser Arbeit lehren einmal, daB Liavulose 
schon so friih und ausreichend im Blute auftreten kann, daB in den 
betreffenden Fallen die Hyperglykamie durch die schnelle Resorption 
des Zuckers zu erklaren ist. In der gréBeren Zahl der Fille aber ist 
mit Sicherheit die blitzartig auftretende Hyperglykamie nicht durch 
die Resorption der Lavulose zu erkliren, wenn man nicht unwahr- 
scheinliche Hilfshypothesen aufstellen will. Es muB also nach Fiitterung 
reflektorisch eine Hyperglykamie zustande kommen kénnen 








Zur Priifung der Treubschen Hypothese. II’. 
Von 
L. Rosenthaler. 
(Aus dem Pharmazeutischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 21. September 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Der zweite Satz der Treubschen Hypothese besagt, daB die Blau. 
siure aus Kohlehydraten und Nitraten entsteht. Sind also geniigende 
Mengen von Nitraten vorhanden, so muB die Menge der in den Pflanzen 
entstehenden Blausiure vom Kohlehydratstoffwechsel abhangig sein 
Da aber die Bildung der Kohlehydrate von der Belichtung abhangig ist 
so muB, wenn die T'reubsche Hypothese richtig ist, auch ein Zusammen 
hang zwischen der Belichtung und der Menge der entstehenden Blau 
siiure vorhanden sein. Uber diese Frage liegen sowohl von T'reub selbst 
als von anderen eine groBe Anzahl von Untersuchungen vor. Sie haben 
zu durchaus widersprechenden Ergebnissen gefiihrt. Es war deshal) 
erforderlich, diese Frage nochmals zu priifen. Die Versuche, tiber di 
im folgenden berichtet werden soll, wurden mit dem Kirschlorbeer 
(Prunus laurocerasus L.) angestellt, einem Strauch, der sich durch 
seinen starken Gehalt an Blauséiure und reichliche Produktion an 
Blattern sehr gut zu solchen Versuchen eignet. Wenn die Forschet 
die sich friiher mit diesem Gegenstand beschaftigten, zu widersprechenden 
Ergebnissen gelangt sind, so weist dies darauf hin, daB ihre Methodik 
unvollkommen war. Die Fehler liegen hauptsichlich in zwei Richtungen 
lL. in dem Verfahren zur Bestimmung der Blausaure; 2. in der Nicht 
beriicksichtigung der Variation. 

1. Zur Bestimmung der Blausiure wurde bisher immer so vor 
gegangen, daB das mehr oder minder zerkleinerte Material 12 bir 
24 Stunden mit Wasser mazeriert und dann der Destillation unte! 
worfen wurde. Eine véllige Erfassung der Blausaiure ist auf diesem 
Wege nur dann méglich, wenn wihrend der Dauer der Mazeration 


1 Siehe I. Mitteilung, diese Zeitschr. 184, 215, 1922. 
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alle Zellen geniigend geschadigt sind, was, wie die Versuche zeigten!', 
nicht zutrifft. Sicher erhalt man alle Blausiure, wenn man zuniichst 
alle Zellen durch Erhitzen tétet und nach dem Erkalten das nétige 
Enzym hinzusetzt. So ergab sich fiir die Bestimmung der Blausiure 
in Kirschlorbeerblattern das folgende Verfahren: Das rasch in mehrere 
Lingsstreifen zerschnittene Blatt wird sofort nach dem Zerschneiden 
in das bereits in einem Becherglas zum Sieden gebrachte Wasser 
(etwa 200 ccm) untergetaucht. Nach 10 Minuten, wiaihrend denen das 
Wasser fortwaihrend im Sieden erhalten wird, werden die Blatter fein 
so zerschnitten, daB die Bruchstiicke sofort in das weiter siedende 
Wasser fallen. Man kocht noch 20 Minuten, fiihrt nach dem Erkalten 
den Inhalt des Becherglases in einen Kolben iiber, spiilt mit Wasser 
nach, so daB die Fliissigkeitsmenge wieder 200 ccm betrigt, und setzt 
001g Emulsin hinzu. Nach zwélfstiindiger Mazeration destilliert 
man die Blausiure ab und fingt in alkalischem Wasser auf. 

Die Titration wurde mit n/50 Silbernitrat nach Denigés vor- 
genommen, wobei der Umschlag auf einen Tropfen zu erkennen ist, 
wenn das Destillat véllig klar ist?. Rechnet man einschlieBlich der 
Ablesungsfehler mit einem Gesamtfehler von + 0,075 ccm, so miibte 
bei vergleichenden Versuchen ein Unterschied von mehr als 0,15 mg 
Blausiure zu erkennen sein. Dies entspricht bei einem Blattgewicht 
von 0,25, 0,5 und 1 g einem Unterschied von 0,06, 0,03 und 0.015%. 

2. Die Versuche, die bisher tiber den EinfluB des Lichtes auf 
blausdiurehaltige Blatter angestellt wurden, wurden immer so aus- 
gefiihrt, daB der Blausiuregehalt verdunkelter Blatter mit dem un 
verdunkelt gebliebener verglichen wurde. Dies Verfahren konnte, auch 
wenn die Blatter eines Strauches verglichen wurden, nur dann zu 
richtigen Ergebnissen fiihren, wenn die Anzahl der untersuchten Blatter 
eine sehr groBe gewesen wire. Andernfalls ist mit den durch die 
chemische Variation bedingten Fehlern zu rechnen. Fiir Kirsch- 


lorbeerblatter habe ich beispielsweise an ausgewachsenen Blattern des 
Jahrgangs 1924 festgestellt, daB ihr Blausiuregehalt von 0,16 bis 
035°, schwankte. Selbst bei den an demselben Stengel befindlichen 
Blattern kann man nicht mit Sicherheit auf denselben Blausduregehalt 
rechnen; beispielsweise wurde bei je vier Blattern eines Stengels ge- 


funden: 
0,18, 0,22, 0,22, 0,25 % HCN, 
0,31, 0,275, 0,35, 0,315°, HCN. 
' Schweiz. Apotheker-Ztg. 62; Nr. 47, 1924. 
* Bisweilen wurden triibe Destillate erhalten, da gelegentlich ein 
_ weiBer, in Wasser unldslicher und auch in Weingeist nicht leicht léslicher 
Kérper mit iiberdestilliert; dann bleibt nichts iibrig, als nach Zusatz von 
Weinséiure nochmals zu destillieren, was aber auch nicht immer hilft. 
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Noch gréBer werden die Unterschiede, wenn die Blatter noc} 
in der Entwicklung begriffen sind, dann zeigen die jiingeren Blatt 
einen gréBeren Prozentgehalt an Blausiure als die alteren. Dies vo} 
aus folgender Ubersicht hervor, aus der der Blausiuregehalt von vi: 
aufeinander folgenden Blattern eines jungen Sprosses ersichtlich ist 





Gewicht Blausaure 24 
absolut 
& mg 
0.030 0.39 13 24. | 
0,094 0.6 0.64 
0.438 2.2 0.51 
0.651 2.9 0,45 
6. \V 
Am sichersten kann man bei den Halften ein und desselben Blattes 
darauf rechnen, daB sie denselben Gehalt an Blausaure besitzen. Dafii 
folgende Zahlen: 
Erste Halfte: 0,32, 0,20, 0,19, 0,21, 0,19, 0,22, 0,23, 0,34, 0,28, 0,24°, HUN 19. \ 


9n0 


Zweite - 0,32, 0,20, 0,19, 0,23, 0,20, 0,22, 0,21, 0,35, 0,27, 0,25%, HCN 


Man stellt also die Versuche am besten so an, daB man die beide: 
Halften eines Blattes miteinander vergleicht (Blatthdlftenverfahren 4.V) 
Um von den wahrend der Versuche eintretenden Gewichtsschwankunge: 
unabhingig zu sein, schien es am besten, als rechnerische Grundlag: 
die Blausiuremenge gleicher Volumina der zu vergleichenden Blatt 5.VI 
halften zu wahlen. Dies setzt voraus, daB sich diese Volumina innerhal! 
der Versuchsdauer nicht andern. Da die Versuche mit wenigen lx 
sonders aufgefiihrten Ausnahmen mit ausgewachsenen Blattern des 
zweiten Vegetationsjahres vorgenommen wurden, die Blatter auBerdem 
kein Dickenwachstum besitzen, so kann mit der Konstanz der Volumina 
gerechnet werden. Da damit gerechnet werden durfte, daB die beiden 
Hialften eines Blattes gleiche Dicke besitzen, so liefen die Versuch 
darauf hinaus, die Menge der Blausaure in gleich groBen Ausschnitten 
der zu vergleichenden Blatthalften zu bestimmen. Diese Vereinfachung 
war gerechtfertigt, da, wie die folgenden Beispiele zeigen, gleiche Aus 


20. V 


schnitte der Halften eines Blattes — von unvermeidlichen Ausnahmen 
abgesehen — innerhalb der Versuchsfehler die gleiche Blausiuremeny: 
enthalten. 


In 20 qem enthielten 


Erste Blatthalfte: 1,5, 1,4, 1,4, 1,6, 1,05, 0,8, 1,25, 1,1, 1,45, 1,6mg H€\ 
Zweite % 1,6, 1,35, 1,2, 1,6, 1,05, 0,8, 1,2, 1,1, 1,45, 1,bmg HCN 


In allen Fallen, in denen beide Blatthalften zu verschiedene: 
Zeiten entnommen wurden, wurde zuniachst die eine Blatthalfte ab 
geschnitten und in der angegebenen Weise untersucht. Die zweit: 





Priifung der Treubschen Hypothese. I]. 


I. Versuche iiber den EinfluB8 der Tageszeit. 





Morgens —> Abends Abends —»> Morgens 
HCN HCN HCN HCN 
Blattflache morgens abends Datum Blattflache morgens abends 


qcem mg mg qcem mg mg 


a) Ohne Ringelung a) Ohne Ringelung. 
18,6 0,75 75 ‘ X 16.5 0.6 
22,2 0.75 AS 24.9 1,05 
16,7 0,65 7 24,15 1,2 
24 1,15 a ). ‘ 24 1.15 
20 1,05 05 21 0.95 
20 1,0 AM 20 0.85 
20) 1.0 GF 20) 0.75 
27 1,25 52! 24. VIL. 20 1,4 
20 1.05 0: 24 1,5 
27 1,7 é 20 1, 
20 1,25 3 20 1, 





0 


l 
3 


b) Mit Ringelung. 25. VIL = 
20 24 
24 0 
27 a 
27 20 
20 
24 20 
27 
24 
24 
20 
20 
20 
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27 
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b) Mit Ringelung. 
20 1,05 
1.05 
1,4 
1.1 
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Il. Verdunkelungsversuche '. 
= : Blausaure 
Versuchszeit Dauer Flache der un- der 
verdunkelten verdunke'!te; 
en Flache Flach« 
1927 Tage qcm mg mg 
a) Ohne Ringelung. 2s 
26. VI. bis 3. VII. 7 27 1,15 1,2 
26. VI. , 9 VIL 13 24 1,1 1.1 - 
on ; : ; 9 { 20 1.0 0.9 i 
-— ve «- Be Ve. 20 0) 0.85 09 ) 
oe ‘ , , 20 1,2 1,15 
26. VI. , 24. VII. 23 | i r 
i Wa 4. VII 28 20) 115 vin 
on , , on 24 1,15 1,15 
t ‘ x pee 4) 
=. VE. . S. Vit. 35 24 125 125 
26. VI. , 5. VIUl. 40 24 1,3 1,25 : 
*7, VI. , 6. IX. 30 20 1,25 1,35 . 
= 7 ~ , as | 20 1.5 1.55 
8.VI. , 5. IX. 8 {| 5 ‘9 ‘s i 
— os . _ 20 1,95 1.6 
*3. VIII. . IX. 35 COS . v " 
a i. i> ae 35 15 15 5 
; , ui % 
b) Mit Ringelung. 
26. VI. bis 9. VI. 13 24 1,2 1,2 
Qc y > = 20 1.15 1,15 , Vy 
,) 9 - 
26. VI. , 16. VIL 20 = oe y 
an : ‘ : 20 1,1 1,25 
2 2 IR | - i ! 
ve =o oe ro | 24 1.35 1.15 
on . ‘ ; io | 24 1.5 15 
6. ; ol. ; oe a - S 
26. VI. , 31. VI 35 4 iD 1h 
7. Vel... & I. 33 i8 0.9 0.95 “4 
*"7.VEL . 10. IX. 34 20 1,0 1,05 7 
praieei ore a iy is 15 1,55 
8.VI. , 5. IX. 33 jo 7 ~ 7 
[= vee.  & FE. 34 20 1,6 1,35 
. & Se Ae > @ 35 20 1,3 id 
- = . y ‘ 20 1.5 1.35 
*F 2) | - , y 
5.VI. , 6. IX. 2 {| $5 * " oe 
[ee « om ee 35 20 1,05 1,0 
*5. VII. . 10. IX. 36 20 1,05 1.08 , 
Blatthalfte blieb samt den Mittelnerven bis zur Beendigung des Versuch: . \ 
am Stengel und wurde dann (ohne den Mittelnerven) in derselben 
Weise untersucht. - 
Ist, wie es die Treubsche Hypothese verlangt, das Licht von Eintlub jo y 
auf den Blausauregehalt, so ist analog den Verhaltnissen bei den Koh 
hydraten zu erwarten, daB im Laufe von 24 Stunden Anderungen im Jf *s. vy] 
Blausiuregehalt eintreten. Um darauf zu priifen, wurde eine Reili "VI 
! Bei den mit * versehenen Versuchen wurde die unverdunkelte Haltt ‘VI 
zu Beginn des Versuchs analysiert, bei den anderen beide Halften ac! 


dessen Beendigung. 





Priifung der Treubschen Hypothese. 


III. Dauerversuche. 





Versuchszeit Dauer Flache Blausaure 
q Beginn am Ende 
1927 Tage qcem mg mg 


a) Ohne Ringelung. 
‘ | 21 1,25 
al | 18 1,05 
| 18 
| 18 09 
| 20 
| Is 1,1 
{ 20 
\ 20 
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} 20 
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von Versuchen so ausgefiihrt, daB die eine Blatthalfte morgens 


5 Uhr, die andere abends um 7 Uhr entnommen wurde, und umgekehr — 
Nach der Treubschen Hypothese war ferner zu erwarten, dal} | : 
Kirschlorbeerblittern, deren eine Halfte verdunkelt wurde, diese ac i 
einiger Zeit weniger Blausdure enthielt, als die andere. Zur Ausfiihring = 
dieser Versuche wurden an einer Anzahl von Blittern Ober- und Unter 
seite einer Blatthalfte mit Hilfe von Heften mit schwarzem Glan ¥ 
papier (schwarze Seite nach auBen) zugedeckt, in welchem mit einer _ 
Nadel feine Durchbohrungen zur Erleichterung des Gasaustauschs Hyp 
angebracht waren. os 
a 
Bei allen diesen Versuchen war noch damit zu rechnen, dai & yac} 
Unterschiede im Blausiuregehalt nur deshalb nicht festgestellt werden & ..)j] 
konnten, weil die Blausiure mit den Assimilaten abfloB. Um den & pre 
zu begegnen, wurden stets auch Ringelungsversuche ausgefiihrt, d. h. an pan 


den Stengeln wurde eine kleine Zone der Rinde entfernt, wahrend der By. s 
Holzkérper intakt blieb. Solche Ringelungsversuche wurden auch J jf 


bei den ,,Dauerversuchen“ ausgefiihrt, bei denen die zweite Blatthilfte Bj. | 
mehrere Wochen nach der ersten untersucht wurde. Denn auch bx er 
diesen Dauerversuchen war, zum mindesten, wenn sie in der guten J ymfa 
Jahreszeit ausgefiihrt wurden, nach der Treubschen Hypothese ein | 
Ansteigen der Blausiure zu erwarten, wenn ein etwaiger Abtranspor! Tatas 
der Blausiure verhindert wurde, immer vorausgesetzt — dies gilt auch # a 
fiir das Vorhergehende —, daB die entstandene Blausaure nicht sofort J 4. 
wieder quantitativ umgesetzt wird. | 
daB x 
Erérterung der Ergebnisse. siure 
Aus den Tabellen geht folgendes hervor: a 
ue 


1. Von morgens bis abends und umgekehrt ist keine Anderung x, i¢,, 
der Blausiuremenge nachweisbar, gleichgiiltig, ob geringelt wurde oder J, yy, 


nicht. Vgl. dazu unter 3. lenjer 
2. Die Verdunkelung beeinfluBt die Blausiuremenge nicht; auch §les | 
hier andert die Ringelung nichts an dem Ergebnis. oder 
. ; + dae . lies 
3. In den Sommermonaten ist bei lingerer Dauer der Versuch 
‘ . , - Kelme: 
bei den zum gréBten Teil der Versuche benutzten Blattern der zweiten aufiid 
. ‘ ; ‘ , " Lufiih 
Vegetationsperiode eine geringe Zunahme der Blausiuremenge’ fes'- we 
. Austire 
= ; si i a Tabell 
1 Die Unterschiede fallen iramerhin in die Wagschale, wenn ma 
bedenkt, daB das Molekulargewicht des Prulaurasins, des tatséclili ; 
gebildeten Kérpers, mehr als zehnmal so gro8 ist als das der Blausaun 


larube 


(295,15: 27,02) und daB nur etwa zwei Drittel des Blattes untersuc!t 
wurden. 
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wiellen. Die Geringfiigigkeit der Zunahme erklirt es, daB bei 
len eintagigen Versuchen (siehe 1.) eine Anderung der Blausiiure- 
menge nicht nachzuweisen war. Die geringelten Blatter zeigen 
uch hier keinen durchgreifenden Unterschied gegeniiber den un- 
veringelten. 

Von diesen Befunden lassen sich nur die Dauerversuche 
mit der Treubschen Hypothese in Einklang bringen, die anderen, 
usbesondere die Verdunkelungsversuche stimmen nicht mit der 
Hypothese und den aus ihr von Treub gezogenen SchluBfolge- 
rungen tiberein. Will man nicht die von Treub selbst nicht ge- 
machte und nahezu jede Nachpriifung ausschlieBende Annahme 
machen, daB die Blausiure jeweils ebenso rasch umgewandelt als 
vebildet wird!, so geniigen die in dieser Abhandlung mitgeteilten 
Ergebnisse, die Trewhbsche Hypothese zu verwerfen, auch wenn 
man die bereits in meiner ersten Mitteilung festgestellten, gegen 
sie sprechenden Tatsachen nicht anerkennen will. Dazu kommt, 
lab nach T'rewbs eigener Meinung seine Hypothese nur die Bildung 
ler Blausiure in den Blattern erkliren will, andere Bildungsweisen 
ler Blausiure, also etwa die bei der Keimung von Samen, nicht 
imfaBt. 

Eine weitere Schwaiche der Treubschen Hypothese ist es, die 
latsache véllig unberiicksichtigt zu lassen, daB die Blausiure als solche 
so gut wie gar nicht im Pflanzenreich vorkommt, sondern daB sie an 
indere Stoffe gebunden ist. 


Demgegeniiber darf wohl erneut darauf hingewiesen werden, 
daS man, im Gegensatz zur Treubschen Hypothese, nach der die Blau- 
siure ein direktes Zwischenglied der Eiweibbildung ist, zu einer Er- 
slirung der meisten sichergestellten Tatsachen kommt, wenn man 
lie Bildung der Blausiure und der Blausiureverbindungen als einen 
‘eitenweg des Eiweibstoffwechsels betrachtet, wie ich dies schon 
in meiner ersten Mitteilung? dargelegt habe. Man wird also bei 
lenjenigen Pflanzen, die die Eigenschaft haben, Blausiure zu bilden, 
dies in besonders hohem MaBe erwarten diirfen, wenn FEiweib 
oder vielleicht auch nur Eiweif bestimmter Art neu gebildet wird. 
Dies ist unter anderem der Fall bei der Reife und dem Aus- 
keimen von Samen, dem Austreiben von Knospen und _ starker 
ufiihrung von Stickstoffverbindungen. Uber die Verhiltnisse beim 
Austreiben von Knospen des Kirschlorbeers unterrichten die nachsten 
Tabellen. : 

. 

‘ Die in den Dauerversuchen festgestellte Zunahme wiirde dann eine 
lariber hinausgehende Dauerform darstellen. 

7 Le. 8. 323. 
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IV. Dauerversuche an jungen Sprossen. 
Erste Blatthalfte Zweite Blatthalfte 
d en +h Blausaure ; Blausaure 
es Versuchs Gewicht —___—_—— Gewicht 
absolut 0 absolut 
1925 2 mg ° g mg 
13. VIII. | 0,065 0,52 0,79 0.865 2.3 0.2 
bis 0,077 0.6 0,78 0.895 2.1 0.23 
10. IX. 0,105 0,52 1,96 0.689 1.68 0.24 
19. VIII. | 0,053 03 0.57 0.490 1.5 0.32 
bis 0,183 O38 0,42 0.565 1.8 0.33 
23. IX. | 0,180 O08 0,42 0,553 1,3 0,26 


Die Versuche zeigen, daB bei der Entwicklung der jungen Blatt che 
zwar der Prozentgehalt an Blausiure abnimmt, daB andererseits abe; 
der absolute Gehalt an Blausdure auf das Fiinffache der urspriingliche: 
Menge steigen kann. Dabei besteht immerhin die Méglichkeit, daB dics: s 
Mehr an Blauséure nicht in den Blattchen selbst erzeugt, sondern 
Um dariiber zu entscheiden, stellte ic! 


von unten her zugefiihrt wird. 
folgende Versuche an. 


benachbarten entfernt. 


denen die Knospen belassen wurden. 
die zusammengehérigen vier Blatter in ihrer natiirlichen Reihenfoly 
Die Versuch 


nach ihrem Abstand von der SproBspitze aufgefiihrt. 
betrafen Zweige mit Blatt- und Bliitenknospen. 


V. Versuche an Zweigen mit entfernter Bliitenknospe’. 


Im Frithjahr wurden an einer Anzahl knospen 
tragender Zweige alle Blatter bis auf die vier der Knospe unmittelbay 
Die eine Reihe der Blatthalften wurde sofort 
die andere nach der Entfaltung der Knospen untersucht. Zur Kontro|| 
wurde eine analoge Reihe von Versuchen mit Zweigen durchgefiihrt 
In den folgenden Tabellen sind 





Erste Blatthalfte 


Dauer ‘ HCN«Gehalt | 
des Gewicht — ‘ de de wy 
. sewic TUCKS Tr s 
Versuchs stand Blatt- Trockens 
halften riickstands 
1926 g %9 0}, %Jo 
- 0.670 | 40.35 0,30 0.74 
28. 1 |) 0.294 | 41.66 0.338 0,80 
P 1V 0.692 | 3910 028 O71 
; : 0,701 37,50 0.29 0.78 
97. TI 0.446 39,58 0.37 0,93 
". “+ | 0.761 39.08 034 #087 
on w.| 0,698 39,66 033 0,82 
“ ***t 0.819 | 41,67 0.35 0.83 
1 Bei diesen Versuchen, die friiher ausgefiihrt 


Tabellen I bis ITI, wurden die Ergebnisse in der friiher iiblichen Wei 
auf Gewichtsprozente berechnet; auBerdem wurde, um die Ergebnisse aw! 


Trockens —~ 
Gewicht riick 
stand 
8 ®%lo 

0,586 41,91 
0,347 42,73 
0,877 | 40,10 
0,594 39,04 
0,523 42,47 
0,702 43,48 
0,953 41,71 
0,858 43,18 


wurden 


Zweite Blatthaltte 


HCN-Gehalt 
der de 
Blatt- Trocke 


haltten —riickstands 
0 


| 


0,32 
0.30 
0,28 
0,29 
0,32 
0.37 
0,38 
0,34 


als 


den Trockenriickstand berechnen zu kénnen, auch dieser bestimmt. 





Bioc 
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Hy pothese. 





suecr 
des 
rsuchs 
026 
Vi. 
0.741 


0.669 
0.756 


0.716 


0.721 


0.937 


0.786 


0,994 


0.674 


0.597 


0.429 


0.704 
O.617 
0.639 
0.84 
0,522 
0.451 
0.544 
(641 


0.719 


VIII. 
0.634 
0.628 
0.732 
0.363 
OAS 
0.602 
O.S804 
0.606 
0.384 
O18 
0.720 


0.780 


Gewicht 


Erste Blatthalfte 


HC N-Gehalt 


Trockens 


rucks 
stand 


Versuche 


40.48 
41,67 
40.26 
42.27 
42.50 
44,20 
42.78 


42.53 


Versuche 


43.82 
42.48 
43,70 
44.79 
42.23 
38.38 
40.35 
35.81 
48.67 
44.32 
40.78 


$5.60 


Versuche 


43,82 
42,21 
44.95 
41.18 
40.15 
$1.97 
47,32 
40,87 
41.14 
44.69 
45.35 
47.40 


der 
Blatt 
halften 


an 
0.29 
0.29 
0.29 
028 
0.56 
0,34 
0.32 


0.32 


Zweite th 


_ des 
Trockens 
ruckstands 


mit be 


0.71 
0.69 
0.73 
0.66 

RO 


Ad 
74 
74 


an Zweigen 


0.19 


o.19 


0,42 
0.46 
0.47 


an Zweige 
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0.54 
0.50 
0.40 


0.49 


Zweite Blatthalfte 


HCN-Gehalt 


lrocken- 


ruck. 
stand 


Gewicht 


Bliite 
44.55 
43.10 
42.00 
42.37 
42.24 
44.14 
45.85 
44.81 


‘lassener 
0.744 
0.6350 
0.750 
0.773 
0.933 
O.S60 
1.023 


0.932 


0.641 
0.684 
0.394 


O.6S5 


42.75 
42.77 
42.47 
43.72 
40.80 
41.56 
41.42 
40.66 
40.80 
43.64 
AL.S7 


43.05 


0.650 
O615 
0,792 
0.553 
0.504 
0.659 
0.625 


O.S876 


rv Blat 
42.86 
$5.78 
43.30 
42.97 


41,54 


re lasse 
0,592 
S02 
0.641 

O.325 
0.435 
0,712 
OSLO 
0.563 
0.405 
0.710 


41.60 
46.45 
45.45 
$5.41 


O.916 


O.6S0 


der 
Blatt- 
halften 


nknospe 


O30 


2 
ov) 


ntfernter Blattknospe. 


O19 
0.21 
O19 
0.16 
0.22 
O20 
OLS 
O20 
(),22 
0.23 
0.21 


O17 


tknospe. 


0.22 
O.1g 
O15 
OS 


02 


O16 


O20 


12 


des 
Trocken- 
ruckstands 


O67 
071 
071 
0.75 
0.70 
0.74 
0.69 


0.78 
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Die Versuche bieten keinen Anhaltspunkt dafiir, daB Blausaiin 
aus den Blattern in die in der Entfaltung begriffenen Blatt- oder Bliit«n 
knospen eingetreten ist. Wohl sind in der Tabelle VIII einige Abnahmen 
zu beobachten, aber solche fehlen auch in Tabelle VII nicht; anderer 
seits reicht die Abnahme der ersten Versuchsreihe von Tabelle V1II 
obwohl sie die gréBte ist, kaum aus, um den zehnten Teil der Zunahny 
an Blausiure zu decken, welche mit der Entfaltung der Knospen wnd 
dem Wachstum der jungen Blatter eintritt. 

SchlieBlich haben noch Versuche, bei denen man die Knospen 
innerhalb einer Hiille aus schwarzem Papier austreiben lieB, gezeigt 
daB die entwickelten jungen Blatter stark blausdurehaltig waren 
Beispielsweise hatte ein solches 0,225 g wiegendes Blattchen einen 
Blausiuregehalt von 0,41°,. Man darf also aus diesen Versuchen den 
SchluB ziehen, daB die Zunahme der Blausiure, die wihrend der Ent. 
faltung der Knospen eintritt, ein innerer, wahrscheinlich mit der Eiweib. 
bildung in Zusammenhang stehender Vorgang ist. 

DaB iiberschiissiger Stickstoff bei den Blausaurepflanzen in Form 
von Blausaureverbindungen niedergelegt wird, zeigen auch die folgenden 
Diingungsversuche, die mit Sambucus nigra L. durchgefiihrt wurden 
Sie sollten urspriinglich ein Analogon zu einem friiher ausgefiihrten 
Versuch! bilden, bei dem ich Tyrosin in Sorghum nigrum einspritzte 
Solche Einspritzungen lassen sich aber aus technischen Griinden be: 
Sambucus nigra nicht machen. Ich habe deshalb junge, ungefalhi 
gleich groBe Pflinzchen mit den Versuchsstoffen gediingt?, und zwar 
mit n/100 (auf N berechnet) Lésungen von Asparagin, Glykokoll 
Harnstoff, Phenylalanin und Tyrosin. Die Pflanzchen, ungefalr 
gleich groBe Simlinge, wurden in véllig gleicher Weise von Anfang 
April bis Ende Juni mit je zwei Liter der Lésung begossen. Zur Analysi 
wurden alle griinen Teile verwendet. Stengel und Blatter wurde 
getrennt untersucht. 


IX. Diingungsversuche mit Sambucus nigra L. 





Stengel Blatter Gesamt 
eo Blau- 
Gedungt mit Gewicht Blausaure Gewicht Blausaure saure 
~ mg * } g mg ) mg 
err 0,667  Spuren Spuren 1,741 03 O18 0.3 
Il. Asparagin . 3,711 0,7 0,2 9,891 2.7 0,27 34 
Il. Glykokoll =. 1,977 0,36 O18 6,300 2.2 0.35 25 
IV. Harnstoff. . 1.550 0.3 0,2 3.930 0,7 0.19 1. 
V. Phenylalanin 2 DRO 0.57 0,22 5.398 1.45 0,27 2 
VI. Tyrosin . . 3.605 | 0,68 019 7,800 2.15 0,29 2,88 


! Diese Zeitschr. 184, 215, 1923. 
* Diingungsversuche lassen sich natiirlich nicht mit Einmspritzversuc 
auf eine Stufe stellen, weil bei ersteren die Bodenbakterien mitwirken 
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Das Ergebnis zeigt Tabelle IX, die zum Vergleich auch die mit 
r nicht gediingten Pflanze erhaltenen Resultate enthalt. 
Die Abb. 1 14Bt das Aussehen der Pflanzen erkennen; sie zeigt 
wierdings nur undeutlich, daB bei einigen Pflinzchen die Blatter der 
eren Regionen zum Teil ihre Form veriandert haben. An Stelle der 
normalen eiférmig-langlichen Blatter mit ausgezogener Spitze traten 
rundliche Blatter ohne Spitze auf. 


Abb. 1. Sambucus nigra L. 
| Blinder Versuch. II bis VI gediingt: II mit Asparagin, II] mit Glykokoll, 1V mit Harnstoff, 
V mit Phenylalanin, VI mit Tyrosin 


Zur voélligen Beurteilung der Blauséurefrage ist es noch nédtig, 
einen Blick auf das Schicksal der entstandenen Blausiure zu werfen 
Mit Sicherheit ist festgestellt, daB in 3 Jahre alten Kirschlorbeerblattern 
der Gehalt an Blausiure zuriickgeht und daB die abfallenden Blatter 
entweder keine Blausiure oder nur Spuren davon enthalten. Die mit 
* bezeichneten Versuche der Tabelle ILI zeigen, daB dieser Riickgang 
ler Blausiure durch Ringelung nicht verhindert wird. Die Blausiure 
wird also beim Absterben der Blatter verbraucht. Sie ist also auch kein 
Exkret. 

Zusammenfassung. 


1. Versuche mit Kirschlorbeerblattern ergaben keinen Zusammen- 
hang zwischen Licht und Blausaiurebildung und damit keine Bestatigung 
des zweiten Satzes der T'reubschen Hypothese. 

2. Die Zunahme der Blausiure, die wihrend der Entfaltung der 
Blattknospen in den jungen Blattern des Kirschlorbeers eintritt, ist 
ein innerer, wahrscheinlich mit der EiweiBbildung in Zusammenhang 
stehender Vorgang. 


3. Die Blausiure der Kirschlorbeerblitter ist kein Exkret 


4. Diingung von Sambucus nigra mit Aminosiuren ergab eine 
Vermehrung der Blausaure. 
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5. Die wahrscheinlichste Erklirung der Entstehung der Blausi 
in den meisten Pflanzen ist die folgende: Blausiureverbindungen « 
stehen inden Blausaurepflanzen, wenn in ihnen mehr einfache Stickst 
verbindungen, in erster Linie Aminosiuren, vorhanden sind, als sis 
komplizierteren Stoffen, insbesondere bestimmten Eiweibstoffen \ 
arbeiten kénnen. Die Blausdiureverbindungen entstehen demgen 
auf Seitenwegen des Stickstoff-, insbesondere des Eiweibstoffwechs: 


Herrn Prof. Dr. EZ. Fischer-Bern danke ich auch an dieser St: 


dafiir, daB er mir die Kirschlorbeerstraucher des Berner botanische; 


Gartens fiir meine Versuche zur Verfiigung stellte. 
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Einwirkung des Bacteriums lactis aerogenes 
und des Bacteriums coli auf Hexose-mono-phosphorsiure. 


Von 
Naomi Kageura. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 5. Oktober 1927.) 


Bisher ist die Rolle der Phosphorylierung fiir den ProzeB des 
Zuckerabbaus nicht restlos geklart. Die Ansicht, daB eine Hexose-di- 
phosphorsiure das obligatorische Durchgangsprodukt bei den des- 
molytischen Kohlenhydrat-umsetzungen darstelle, ist urspriinglich von 
!. Harden‘ und seiner Schule, ferner von H. v. Euler? und seinen Mit- 
rbeitern sowie anderen vertreten. Die Schwierigkeiten, die fiir die 
\nnahme dieser Anschauung bestanden, wurzelten darin, daB, soweit 
lie Hefe in Betracht kommt, Hexose-di-phosphorsaure nur mit einzelnen 
Hefesorten erhalten werden kann und daB sie weder von den normalen 
lebenden Erregern gebildet noch vergoren wird. Deshalb haben 
OC. Neuberg und seine Mitarbeiter* schon frihzeitig Bedenken gegen 
lie Meinung geltend gemacht, daB der Hexose-di-phosphorsiure die 
uusschlaggebende Bedeutung beizumessen sei; sie haben vielmehr in 
einer Anhaufung dieser Substanz den Ausdruck abnormen Geschehens 
erblickt, d.h. die Wirkung einer unnatiirlich groBen, kiinstlich zu- 
yefiigten Menge phosphorsaurer Salze sowie den Effekt unkoordinierter 
Enzymkriafte, die sich infolge Schidigung der Hefenzellen unter den 
besonderen Entstehungsbedingungen des Zymo-di-phosphats entfalten. 

Die Bedenken gegen die Bewertung des Hexose-di-phosphorsiure- 
esters als einer zwangsmaBig durchlaufenen Zwischenstufe wurden 
dadureh erhéht, daB auch die zellfreie Vergirung dieses Stoffes oder 
seine Vergirung mit durchlissig gemachten Hefenpriparaten, also 


! 4. Harden, Alcoholic Fermentation, 1923. 

H.v. Euler und P. Lindner, Chemie der Hefe usw. 1915. 

C. Neuberg, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; 83, 244, 1917; 108, 320, 
(920; ,,Der Zuckerumsatz der Zelle‘‘ in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 
2. Aufl., IX, S. 454, 1924. 


3 
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die Vergirung nach Beseitigung der Permeabilitatshindernisse, lany 
samer geschieht als die des gew6hnlichen nicht phosphorylierten Zuckers 
Dieses Verhalten verdient deshalb besondere Beachtung, weil fiir de; 
Zucker des Hexose-di-phosphats die labile Form eines am-Kohlen 
hydrates angenommen wird, fiir das man eine gréBere Umsetzungs 
geschwindigkeit erwarten sollte. 

Nach R. Robisons' Feststellung, daB die Hefe auch einen Hexose 
mono-phosphorsaure-ester erzeugen kann, ist diese Substanz melir in 
den Vordergrund des Interesses geriickt, und dies um so starker, als 
C. Neuberg und J. Leibowitz* Bedingungen ausfindig machten, unter 
denen der Mono-phosphorsaure-ester in erheblicher, jedenfalls in gréBerer 
Ausbeute als das Zymo-di-phosphat entsteht. Wir wissen zwar nichts 
iiber seine Bildung durch normal beschaffene Hefe, aber immerhin 
wird er durch unversehrte lebende Hefezellen vergoren; dabei bleibt 
es freilich auffallend, daB nach C. Newberg und M. Kobel® die Schnelliy 
keit des Zerfalls geringer ist als die des nicht mit einer Phosphorsiur 
gruppe beladenen Zuckers. 

Die Ahnlichkeiten, die zwischen alkoholischer Vergirung und 
glykolytischem Abbau des Zuckers zu Milchsiure bestehen, haben 
dazu gefiihrt, auch fiir die bakterielle Milchsiure-girung die Bildung 
von Zucker-phosphorsaure-derivaten als Bedingung zu_ postulieren 
Die Angaben dariiber sind nicht ohne Widerspruch. A.J. Virtanen 
hat sich mit diesem Gegenstand beschaftigt und zunachst mitgeteilt 
daB der typische Milchsiurebildner Str. lactis weder phosphoryliert 
noch Zymophosphat zu zerlegen imstande sei. Spiater ist der Autor 
zu der Ansicht gelangt, daB eine Phosphat-bindung durch diesen Mikro 
organismus und das Bacterium casei doch erfolge; die Phosphat-ver 
minderung erreichte freilich nur 0,3 bis 7,4°% baw. 9,1 bis 33,7 
Eine Feststellung, ob gegebenenfalls hier der Mono-ester oder Di-este: 
in Erscheinung tritt, scheint nicht vorzuliegen. 


Es erhob sich nun die Frage: Kann tiberhaupt der erwahnte Hexose 
mono-phosphorsiure-ester durch Mikroorganismen in Milehsdure iiber- 
gefiihrt werden? Diese Frage, die wegen der erwahnten angebliche: 
Unangreifbarkeit des Zymo-di-phosphats der Untersuchung bedurtte, 


1 R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 

2 C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 184, 489, 1927. 

8’ C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 166, 488, 1925; 174, 480, 192! 
179, 451, 1926. 

4 4. J. Virtanen, H. 184, 300, 1924; H. 188, 136, 1924; 148, 75, 1925 
im B. aerogenes haben K. Myrbdck und H. v. Euler (B. 57, 1075, 1924) auc! 
keine Cozymase nachweisen kénnen, die fiir die Phosphorylierung w 
erlaBlich zu sein scheint. 





pru 
Ba 
wel 
wul 
abe 
Bev 
ach 
aere 
Dar 
Ca 
die | 
der 
des 


Mile 


kaut 
lane’ 
coli 

Disn 
bildy 
ech 


zeleh 
phos} 
prak 
Meng 
phors 
und : 
Meng 
im E 


“ fo 7 & 


vird J 
ler G 
\utor 
tir let: 
155, 3 





Einwirkung von Bact. lactis usw. auf Hexose-mono-phosphorséure. 183 


prifte ich mit zwei Bakterienarten, dem Bacterium coli und dem 
Bacterium lactis aerogenes. Verwendet habe ich diese beiden Bakterien, 
weil sie in neuer Zeit im Gegensatz zu fritheren Anschauungen als 

te und anspruchslose Milchsaurebildner erkannt worden sind. Man 
wuBte, daB diese Erreger unter Umstianden Milchsaure hervorbringen, 
aber erst C. Newberg und G.Gorr! sowie G.Goto® haben den eindeutigen 
Beweis geliefert, daB der auch von P. Rona und H. W. Nicolai*® beob- 
achteten starken Saurebildung tatsachlich primar, d.h. unter an- 
veroben Bedingungen, die Produktion von Milchsdure zugrunde liegt. 
Damit im Einklang steht, daB nach C. Newberg und G.Gorr* sowie 
(. Neuberg und E. Simon® sich jene beiden Bakterienarten genau wie 
die langst als ,,echte‘‘ Milchséurebildner betrachteten Miki oorganismen, 
der Lactobacillus und der Bacillus Delbriicki, bei der Dismutation 
des Methylglyoxalhydrats verhalten, indem sie dieses quantitativ in 
Milchsaure iiberfiihren® °. 


Auf Grund der verschiedenen anderweitigen Feststellungen kann 
kaum eine allgemeine Berechtigung den Ansichten zukommen, die Vir- 
anen und Mitarbeiter? sowohl hinsichtlich der Eignung des Bacterium 
coli zur Umwandlung des Zuckers in Milchsaure als beziiglich der 
Dismutation des Methylglyoxalhydrats durch ,,echte Milchsiure- 
bildner geiuBert haben’. Jedenfalls gibt es Stimme, die sich wie 


echte‘‘ Milchsaurebazillen verhalten. 


Meine Versuche mit den beiden genannten Bakteriensorten haben 
gelehrt, daB das Natriwm- wie Calciumsalz der Gdrwngs-hexose-mono- 
phosphorsdure unter den im experimentellen Teile angegebenen, 
praktisch anaeroben Bedingungen tatsiachlich nicht unwesentliche 
Mengen Milchsaure liefert. Dabei wird die organisch gebundene Phos- 
phorsaure sehr weitgehend als anorganisches Phosphat in Freiheit gesetzt, 
und zwar wurden bis 91 °(, des Ausgangsmaterials zerlegt. Die gefundene 
Menge Milchsaure steht mit der losgelésten Menge Phosphorsiure nicht 
im Einklang, sie blieb dahinter zuriick. Die Spaltung vollzog sich 


. Neuberg und G. Gorr, diese Zeitschr. 178, 476, 1926. 

. Goto, Scientif. Rep. Inst. f. infect. diseases, Tokio, 4, 367, 1926. 
. Rona und H. W. Nicolai, diese Zeitschr. 172, 82, 1926. 

'. Neuberg und G. Gorr, ebendaselbst 162, 490, 1925. 

C. Neuberg und E. Simon, ebendaselbst 186, 331, 1927. 

C. Neuberg und G. Gorr, ebendaselbst 166, 482, 1925. 

A.J. Virtanen, H. Karstrém und R. Back, H. 151, 241, 1926. Hier 
vird Methylglyoxal als unangreifbar und Milchséure als ein Nebenprodukt 
ler Garung bezeichnet. Neuerdings (H. 155, 256, 1926) bestatigen die 
\utoren, daB B.coli Methylglyoxal wie auch Dioxyaceton umwandelt; 
fiir letzteres waren schon W. C. de Graaff und A. J. Le Févre (diese Zeitschr. 
155, 313, 1925) friiher zu dem gleichen positiven Resultat gelangt. 
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ziemlich schnell, indem die mitgeteilten Resultate schon nach 3 Tage: 


zu verzeichnen waren. 
Die Einzetheiten ergeben sich aus den experimentellen Daten 


Versuch 1, 

Kinwirkung von Bacterium lactis aerogenes und Bacterium coli auj 
Natriumsalz des Hexose-mono-phosphorsdure-esters. 
Nahrboden. 

5,0 ¢ Pepton- Witte, 05g MgCl, 0.1 g KCl wurden auf 1000 cen 
gebracht, auf vier Kolben zu je 250 ccm verteilt und im Dampftopf 
sterilisiert. 

Eine Lésung von 11,0g des nach Newberg und Leibowitz (I. : 
dargestellten reinen Bariumsalzes (entsprechend 10,0 g wasserfreien 
Salz) wurde durch genaue Umsetzung mit Natriumsulfat in das ent 
sprechende Natriumsalz iibergefihrt, auf 250 ccm aufgefiillt und entkeimt. 

Hiervon wurden 50ccm mit Wasser auf 300 ccm aufgefiillt, mit 
Toluol versetzt und als Kontrolle bei 37° belassen. 

Die iibrigen 200 ccm wurden auf die vier GefaBe mit dem Pepton- 
Nahrboden verteilt. Je zwei Kolben (Inhalt je 50 + 250 = 300 ccm 
Fliissigkeit) wurden mit Bacterium coli commune bzw. Bacterium 
lactis aerogenes in groBer Aussaat beimpft und dann bei 37° aufbewalhrt 


Qualitative Priifung nach dreitdgigem Stehen. 


Magnesiumreaktion auf Phosphat. 


OE EE Ee ae ee 
mt ES ea ee, ee ae 
,, Blindprobe mit Witte-Pepton. .... .. . Spur 


Reduktionsvermégen gegen Fehlingsche Lésung. 

Bei Bacterium coli 

- - lactis . as 64 See 
Kontrollfliissigkeit .........2...+. ++4 


Quantitative Bestimmungen. 


Abgespaltenes anorganisches Phosphat 
(kolorimetrisch ermittelt). 


Nach 1 Tage waren in Freiheit gesetzt: 
bei Bacterium coli 0.7902 mg P,O; in 1 ccm Kulturfliissigkeit, 
entsprechend 0,1185 g P,O, fiir 1 g Substanz, 
oder 65,9°%, der abspaltbaren Menge; 
bei Bacterium lactis 0,7244mg P,O; in 1 com Kulturfliissigkeit, 
entsprechend 0,1086 g P,O, fiir 1 g Substanz, 
oder 60,5°, der abspaltbaren Menge. 
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wirkung von Bact. lactis usw. auf Hexose-mono-phosphorséure. 


In der Kontrolle waren nur 0,0652 mg P,O, in 1 cem Kulturfliissig- 
t, entsprechend 0,0978 g P,O, fiir 1g Substanz oder 5,45°, der ab- 


ltbaren Menge nachweisbar. 


Nach 3 Tagen waren losgelést : 
bei Bacterium coli 0.7762 mg P,O, in lecem Kulturfliissigkeit, 
entsprechend 0.1164 ¢ P,O, fiir 1 g Substanz 
oder 64,8°%, der abspaltbaren Menge; 
bei Bacterium lactis 0.8360 mg P,O,; in 1 ccm Kulturfliissigkeit, 
entsprechend 0,1254 g P,O, fiir 1 g Substanz; 
der 69,8°, der abspaltbaren Menge. 

In der Kontrolle waren lediglich 0,0683 mg P,O,; in 1 cem Kultur- 
fliissigkeit, entsprechend 0.0103 g P,O, fiir 1g Substanz oder 5,74°, 
ler abspaltbaren Menge zugegen. 


Milchsaure. 

Nach 1 Tag wurden gefunden: 
bei Bacterium colt 0,0021 g in 5ccm Kulturfliissigkeit, 
entsprechend 0,0630 g fiir 1 g Substanz, 
der 21,0 °, der nach dem De-phosphorylierungs-grade méglichen Menge ; 
bei Bacterium lactis 0,041 g 5cem Kulturfliissigkeit, 
ntsprechend 0,123 g fiir 1 g Substanz, 
«er 44,7 °(, der nach dem De-phosphorylierungs-grade méglichen Menge 


Nach 3 Tagen wurden gefunden: 
bei Bacterium coli 0,0017 g in 5ccm Kulturfliissigkeit, 
ntsprechend 0,051 g fiir 1 g Substanz 
der 17,3°%, der nach dem De-phosphorylierungs-grade mdglichen 
Quantitat ; 
bei Bacterium lactis 0,0040 g waren in 5cem Kulturfliissigkeit, 
ntsprechend 0,012 g fir 1g Substanz 
der 37,7 °% der nach dem De-phosphorylierungs-grade méglichen Menge 
gebildet. 


Versuch 2. 


nwirkung von Bacterium lactis und Bacterium coli auf das Calcium-salz 
des Hexose-mono-phosphorsdure-esters. 

10.0g Pepton-Witte, 10g Magnesiumchlorid, 0.2¢ Kalium 

hlorid und hexose-mono-phosphorsaures Calcium entsprechend 20.0 ¢ 

sserfreiem Salz waren mit Wasser zu 2000ccm gelést, auf fiinf 


Kolben verteilt und sterilisiert. 
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Je zwei Kolben wurden mit Bacterium coli bzw. Bacterium lactis 
aerogenes besit und bei 37° aufbewahrt. 


Ein Kolben wurde unter Toluolzusatz bei 37° als Kontrolle belassen 


Qualitative Proben nach dreitdgigem Stehen bei 37°. 
Reaktion auf anorganisches Phosphat. 


Bei Bacterium coli . 
Me t's o-oo & 6 4 we ot a ee ee lier 


Kontrollfliissigkeit ........... . Spur flit 


Reduktionsvermégen gegen Fehlingsche Mischung. 


Bei Bacterium coli. ............ . schwach 
in & «<6 6a. a) oa > eee R. 
Kontrollfliissigkeit ............444 a 
107 
Quantitative Bestimmungen. stic 
Der Gehalt der bakterienfreien Kontrolle an reinem Hexose-phos- : . 
phat betrug 1g in 100 ccm Lésung, entsprechend 0,1045g¢ Gesamt. ang 
phosphor in 100 ccm Lésung; sie enthielt also 10,45°, vom Substrat fen 
als organisch gebundenen P. mo 
25,0 cem Kontrollfliissigkeit = 0,25 g Salz lieferten kant 


a) 0,0934 g Mg,P,0,, 
b) 0,0938 g Mg, P,0,. 

Nach dreitagigem Stehen bei 37° waren noch vorhanden an organisc/ 
gebundenem Phosphor im Substrat der Kontrollfliissigkeit: 10,00 
(Es gaben niamlich 16,5cem Kontrollfliissigkeit = 0,165 g Salz 
0,0593 g Mg,P,0,.) 

Bei Bacterium coli: 0,82°,, des Substrats. (Es gaben namic! 
45cem Kulturfliissigkeit = 0,45 g Salz: 0,0132 g Mg, P,0O,.) 

Bei Bacterium lactis: 0,83°, des Substrats. (Es gaben namlic! 
45 ccm Kulturfliissigkeit = 0,450 g Salz) 

a) 0,0136 g Mg, P,O,, 
b) 0,0130 g Mg, P,0,. 
Durch die Wirkung der Mikroben waren demnach abgespalt«: 
Bei Bacteriumcoli ......... 91,8% 


"ee ee 


des organisch gebunden gewesenen Phosphors. 
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Milchsaéure. 
Gefunden nach dreitagigem Stehen bei 37°. 
Bei Bacterium coli: 40,8°% der nach dem De-phosphorylierungs- 
grade méglichen Menge. (Es gaben namlich 10 ccm Kulturfliissigkeit 


a) 0,02549 g Milchsaure, 
b) 0,026 42 g “ie 


Bei Bacterium lactis wurden 60,3°% der nach dem De-phosphory- 
lierungs-grade méglichen Menge Milchsaure ermittelt. (10 cem Kultur- 
fliissigkeit lieferten: 

a) 0,0330 g Milchsaure, 
b) 0,0338 g - -) 


Nach Abschlu8 meiner Untersuchungen erschien eine Mitteilung von 
R. I. Manning (Biochem. Journ. 20, 349, 1927), in der Angaben iiber die 
bakterielle Zersetzung von Hexose-mono- und -di-phosphat durch das 
Coli-bakterium enthalten sind. Der Autor hat seine Versuche auf 7 bis 
10 Tage ausgedehnt und zugleich, allem Anscheine nach, ohne jede Zugabe 


stickstoffhaltiger Nahrstoffe gearbeitet. Unter diesen Verhaltnissen erhielt 


r geringere Milchséure-Ausbeuten, vermutlich infolge sekundiérer (auch 
n meinen Experimenten angedeuteten) Zersetzung von Lactat waihrend der 
angen Dauer seiner Versuche. Ferner ist in Betracht zu ziehen, daB nach 
len Befunden von Fr. Verzdr und J. Bégel (diese Zeitschr. 91, 1, 1918; 


108, 207, 1920 sowie von K. Scheer (diese Zeitschr. 180, 535, 1922) der 
Stoffwechsel des Bact. coli durch Zusa&tze in andere Bahnen gelenkt werden 
kann. 








(‘ber die Wirkung einiger nach dem Verfahren von Gulewitsch 
und Krimberg gewonnener Fraktionen des Liebigschen Fleisch. 
extraktes auf die Magensekretion. 


Von 
A. Korehow (Omsk-Sibirien). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Institu 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 9. August 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Wirkung des Liebigschen Fleischextraktes auf die Magen. 
sekretion wurde seinerzeit von der Schule von J. P. Pawlow bei der 
peroralen und intravenésen Einfiihrung des Extraktes festgestell' 
und ist durch die Arbeiten aus dem Laboratorium von A. Bickel be 
subkutaner Einfiihrung (Molnar) bestatigt worden. Diese Beobachtungen 
lieBen folgende Fragen auftauchen: 1. Welche bekannten Bestandtei 
des Extraktes beeinflussen den Sekretionsapparat des Magens? 2. Wi 
ist der Wirkungsmechanismus dieser Substanzen beschaffen ? 

Die erste Frage konnte von mir teilweise bereits im Jahre 112 
beantwortet werden. Ein umfangreicheres Material betreffend dics 
Frage ist in meiner Dissertationsarbeit enthalten, die infolge der aube: 
ordentlichen Zeitverhaltnisse erst 1922 veréffentlicht worden ist. Mein 
Arbeit wurde im Laboratorium der Universitat zu Charkow unter de 
Leitung von Prof. R. P. Krimberg durchgefiihrt und leitete eine ganz 
Anzahl von Arbeiten, die aus demselben Laboratorium erschiene! 
sind, ein. 

Es sind auch Arbeiten anderer Autoren, die auf demselben 
taitig waren, veréffentlicht worden. Zu den friiheren Arbeiten, welche ¢ 
Tatsache feststellen, daB keine den Fleischextrakt zusammensetzenden T\ 


Geb 


(Kreatin, Carnin, Sarkin, Xanthin, Leucin) die Magensaftabsonderwi 


anregten (I. Pawlow), sondern da8 nur ein Gemisch von Aminoséure! 
da8 Aminoséiuren nach der peroralen Gabe sekretionssteigernd wirk 
wurde inzwischen von Bickel nachgewiesen — eine solche Sekretion her\ 
rufen kann, mu8 man noch die neueren Arbeiten von den amerikanisc! 
Verfassern (A.C. Ivy and A. I. Javois) erwihnen. Aus diesen Arb 
kann man sehen, da8 Fleisch und Milch nach Hydrolysierung ein Gems 
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Aminosauren geben, welche nur nach Einfiihrung per os, aber nicht 

starke Magensaftsekretion hervorrufen. Von einzelnen 
inosiuren, welche solche Wirkung bei peroraler Einftihrung haben, 
de Alanin, Glykokoll und Cysteinchloridhydrat untersucht. Von ver 
das Histamin subkutan gepriift, das 


Kutan eime 


edenen Aminen wurde nur eine 
Magensaftabsonderung hervorruft. 


ke 
dem isolierten Blindsack, welcher 


Die Untersuchungen von Jry mit 
ine Mamma transplantiert worden war, zeigten, dali nach subkutanen 
oder Gastrininjektionen eine Magensaftabsonderung auftrat. 
humorale Weg fiir die Magendriisenerregung 
1915, von denen auch 


Histamin 
So wurde noch einmal de1 
ewiesen. Nach unseren Versuchen aus dem Jahre 
R Krimbera spricht, gibt es spezifische Stotte im Fleischextrakt, 


peptische, wie z. B. Carnosin und Oxybetaine, wie z. B. Carnitin, die 


lurchaus Sekretincharakter haben. 

Ich nenne noch die Arbeit von S. Schwarz, 
auf die Magensaftsekretion. Diese 
uns festgestellte Tatsache der Wirkung von Carnosin als 


Wien, tiber die Wirkung 
mn Carnosin 1924 erschienene Arbeit 
scheint die von 
nem im Organismus selbst enthaltenen spezifischen Magensaftsekretin zu 


widerlegen. Unter anderem wird in dieser Abhandlung ausdriicklich be- 


auptet, da .,wir im Carnosin keinesfalls den die Magensaftsekretion au 

senden Kérper unter den Muskelextraktivstoffen zu suchen haben". 
R. Krimberg hat in seiner Erwiderung auf diese Belhauptung ihr die Zahlen- 
verte entgegengehalten, die sich aus einem der von mir angestellten Ver 
bei welehem Carnosin in der Dosis von 0,18 g 


suche ergeben haben, 
reichliche Absonderung von Magensaft 


ntravenés eingefiihrt wurde und 


uusléste. 


Ahnlich wirkt auch eine andere Stickstoffbase, die von mir aus 


dem Fleischextrakt gewonnen und einem Hunde mit kleinem Magen 
nach dem Verfahren von Pawlow unter die Haut und in das Blut ein- 
Die nach der Bearbeitung des nach dem Verfahren von 
Krimberg gewonnenen und bis zur Sirupkonsistenz 


gefiihrt wurde. 
Gulewitsch und 
eingedickten Fleischextraktes mit heiBem Alkohol gewonnene Carnitin- 
fraktion ruft an und fiir sich nach ihrer subkutanen und peroralen 
Einfiihrung in bestimmten Dosen Magensaftabsonderung hervor. 


Aus meinen Versuchen geht ebenfalls das nicht indifferente Ver- 
halten der Speicheldriisen, der Gallenabsonderungsfunktion der Leber 
md des motorischen Apparates der Diarme gegeniiber dem in das Blut 
Carosin, Methylguanidin und der wiisserigen Lésung 


eingefiihrten 
Bei Met hylguanidin 


les Alkoholextraktes der Carnitinfraktion hervor 
hinaus neben hochgradiger nervéser Erregung aus- 


konnte dariiber 
Diese Neben- 


gesprochene exspiratorische Atemnot beobachtet werden 
wirkungen erwahne ich bloB fliichtig, da sie spezielle Untersuchungen 
inregen sollten, die in der Tat in den letzten Jahren angestellt worden 
smd. (R. Krimberg, S. Komarow.) 

Die nachstehende Tabelle veranschaulicht das mehr oder weniger 
summarische Resultat der seinerzeit durchgefiihrten Arbeiten. 
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Es erscheint angebLracht, diese Resultate hier anzufiihren, da 


vorliegende Arbeit die natiirliche Fortsetzung der friitheren Arbe 


fistel durchgefiihit. 


ist. Insgesamt wuiden 57 Versuche angestellt. Die Versuche wurde: 
Hunden mit isoliertem Pawlowschen Magen und mit einfacher Magen. 
In der nachstehenden Tabelle sind die Ergebniss: 
der Wirkung maximaler, mittelgroBer und minimaler Dosen auf di 








Megensekretion lediglich bei Hunden mit Pawlowschen Magen a) 
gegeben. 
Tale lle 
Menge der intravenéds Gesamtmenge Dauer Let d 
eingefuhrten Substanzen des Magensattes der Sekretion cathe maine 
zg com Minuten Minuten 

Carnitin 
0.6 2.4 87.0 18.0 
0.4 1.0 88.0 a 
0.3 0,9 47.5 

Carnosin 
1.0 5.4 914.0 31.0 
0,19 3.5 116.0 3.0 
0,09 2.4 49,0 4.5 
om 1.0 45.0 5.0 

Methyizuanidin 
0,32 OD 52.0 8.0 
0,12 03 53.0 17.0 
9,06 0,7 45,0 15,0 
Carnitinfraktion 
5,0 cem 0.8 46.0 1,0 


Die Tabelle 11 enthalt sowohl die Ergebnisse der Wirkung der iy 
den groBen Magen durch die Sonde eingefiihrten Substanzen, als auc! 


die Ergebnisse der Kontrollversuche mit Wasser und Fleischextrakt 


Tabelle 








Carnitinfraktion 
5 cem + 95 cem Wasser 


: 2,5 + 97,5 , 


12° +988. ~° 


+ 100cem Wasser . 
+ 200 
+ 100 


100 dg Pferdefl. + 100 com 


Aus diesen beiden 


Gesamtmenge 
des Magensattes 


10 dg Fleischextrakt 


Wasser 


Tabellen erhellt, 


—I— a 
fo oror 


to 


~IIO ~J — 


Sekretionsdauer Latenzperiode 


30 


Minuten Minuten 
105 14 
105 13 

63 Ss 
95 12 
45 7 
122 7 


daB Carnosin die  grélste 


Wirkung auf die Driisen der Magenschleimhaut ausiibt. Selbst mitte! 
groBe Dosen bewirken durch Reizung der Driisen auf hamatogenen 
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ge reichlichere Saftabsonderungen (3,5 ccm) und langere Sekretions- 


ver als der kompliziertere und, wie man annehmen dirfte, aktivere 
ozeB, der durch die Verspeisung von 100.0 g gemahlenem Rind- 
sch, vermengt mit 100 com Wasser ausgelést wird. Nach dem Gehalt 

HCl ist Camosinsaft sogar etwas saurer. 

Die im ersten Versuch zufallig angewandte Dosis von 1,0 g Carnosin 
erwies sich als sehr toxisch und rief stiirmische Peristaltik, haufige 
fliissige Stuhlgange, Harnung und Erbrechen hervor. 

Die aktive Minimaldosis betraigt nicht unter 0,02 g¢ bei einem 
Hunde von 14 kg, da der zweimalige Versuch mit 0,01 keine Magensaft- 
ibsonderung hervorgerufen hat. 

Den zweiten Platz in bezug auf Aktivitat nimmt das Carnitin 
ein. Die dritte Stelle beansprucht die in bestimmten Dosen in den 
woben Magen eingefiihrte wasserige Lésung des Alkoholextraktes der 
Carnitinfraktion. 

Wenn auch Alkoholextrakte aus reinem Fleischextrakt (Lobassow) 
keine Aktivitaét zeigten, so geht doch, bei einer bestimmten Behandlung 
des Fleischextraktes, in die Alkoholextrakte sicher eine Substanz iiber, 
die sich als hochwirksames Magensekretin erweist. 

Fast inaktiv in bezug auf die Magendriisen hat sich das Methy!l- 
guanidin erwiesen. Es mu jedoch hervorgehoben werden, daB auch 
bei dem Methylguanidin jedesmal eine geringe Sekretion aus dem 
kleinen Magen mit bestimmten Reizungserscheinungen an den Driisen 
heobachtet werden konnte. 

In einer Anzahl von Versuchen, die an Hunden mit einfacher 
Fistel angestellt wurden, fiel die groBe Menge der in den Magen ge- 
triebenen Galle auf, was bei der Einfiihrung von Carnitin und 
alkoholischer Carnitinfraktion in das Blut desselben Hundes niemals 
heobachtet wurde. Daneben wurde energisches ,,Kauen* und reichliche 
Speichelabsonderung beobachtet. Es schien, als ob samtliche Driisen 
des Verdauungskanals in einen Reizzustand gebracht worden waren. 
Diese Wirkung auf die Gallenabsonderung ist von mir in meiner Zu- 
sammenfassung der Versuchsergebnisse unterstrichen worden. 

Im Laboratorium von Prof. A. Bickel versuchten wir der Lésung 
ler zweiten, eingangs erwahnten Frage tiber die Beschaffenheit des 
Wirkungsmechanismus der im Liebigschen Fleischextrakt, im frischen 
Rindfleisch und in den Muskeln des Menschen enthaltenen Stickstoff- 
basen auf den Magensekretionsapparat niherzutreten. Nebenbei wollten 
wir die Wirkung einiger bei der Bearbeitung des Fleischextraktes ge- 
wonnener Fraktionen auf die Magensekretion nachpriifen und die 
Wirkung der subkutanen und peroralen FKinfiihrung einiger der vor- 
stehend erwahnten Substanzen untersuchen. 
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Die Versuche wurden von uns parallel an einem Hunde mit / 
schen und an einem mit Bickelschen kleinem Magen angestell: — p 
dem Bickelschen Verfahren hangt der kleine Magen nur mittels ¢ 
GefaBsystems mit dem groben Magen zusammen. Der Hund fiir ¢ 
Bickelschen Versuch wurde von uns am 18. Mai operiert, die Verse} 





worden, wobei wir uns von seiner vollstandigen Erholung nach ¢ 
Operation tiberzeugen konnten. Wahrend der Zwischenzeit zwiscly 
der Operation und dem Beginn der Versuche (34 Tage) sind die dist 
Fasern der durchschnittenen Aste der nn. Vagi usw. bereits der |) 
generation anheimgefallen, was praktisch durch die Sistierung « 
, kontinuierlichen Sekretion’ (Bickel) nachgewiesen werden konnt 
Zu solchem Zeitpunkt kénnen die Driisen des Magens nur dure! 
in das Blut eingefiihrte chemische Substanzen erregt werden. Z 
diesen gehéren auch die Sekretine, die bei der Verdawung aus de; 
Pylorusteil des Magens in das Blut gelangen, und vielleicht auch diy 
Sekretine, die von den Muskeln gebildet werden und auf dem B 


wege die Driisen unmittelbar reizen (Bickel, Krimberg). — Vielleicht 


werden sich sogar die Pylorussekretine selbst, wenn es gelingt, in ily 


chemisches Wesen niher einzudringen, als verwandt oder sogar identisc} 
mit den Stickstoffbasen, die von den Muskeln gebildet werden, erweise1 

Fiir unsere Zwecke nahmen wir 450g Fleischextrakt und unte: 
warfen es der sukzessiven Behandlung nach dem Verfahren von Gulewits 
und Krimberg 


Fiir die physiologischen Versuche brauchten wir: 1. reinen Fleisi 
extrakt, 2. die erste Carnosinfraktion (bis zur Entfernung der Alloxurbase 
3. die zweite Carnosinfraktion, die aus der zur Kristallisation des rein 
salpetersauren Carnosins bereitgehaltenen Gesamtmasse entnommen wurd 
BloB die fiir die Versuche entnommene Portion wurde mit 20 Hi 
neutralisiert, und das Carnosin wurde den Hunden in der Form 
neutralen Losung von salzsaurem Carnosin eingefiihrt. 

Die Menge der eingefiihrten Substanz wurde proportional dem akt 
die Sekretion auslésenden Quantum von Fleischextrakt berechnet I 
die Carnosin- und Carnitinfraktion wurde auBerdem ihr Gehalt an mr 
Substanzen auf Grund theoretischer Berechnungen nach ihren Mittelwert 
bei ihrer Gewinnung aus Fleischextrakt ermittelt. 


So z. B. betrug bei uns die aktive Dosis vom Fleischextrakt 2.5 y 


Nach Arimberg enthalten 1000 g¢ Fleischextrakt durchschnittlich 25 ¢ 


reines Carnosin, d.h. 2.5g¢ Fleischextrakt enthalten 0,07 g@ Carnosin 
Aus unserer friiheren Arbeit aber geht hervor, dab 0,07 @ die akt 
Carnosindosis darstellt. 
Von den 900cem der Carnosinfraktionslésung nahmen wir « 
zehnten Teil fiir unsere Versuche. Das restliche Quantum unter 
wir der weiteren Behandlung. Die fiir die physiologischen Versuchy 


nommene Portion wurde mit 20°, HCl neutralisiert, auf das |! 


wurden am 21. Juni eingeleitet. Der Hund war zunichst untersye}y 
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Volumen eingedickt und bei den Versuchen nach MaSgabe der Berechnung 
verwandt. 3ecem entsprechen 2,5g Fleischextrakt oder 0,07 g reinen 
Cal ins. 

Von 26,2 g des trockenen alkoholischen Carnosinextrakts wurde ein 
Finftel, d.h. 5,2g, entsprechend 90g Fleischextrakt, entnommen und 
in 25cem Wasser aufgelést. 25ccm unserer Lésung entsprachen somit 
00 ¢, oder leem der Lésung entsprach 3,5 g Fleischextrakt. 


Unter Beriicksichtigung der Tatsache, da8 wir bei unserer friiheren 
Arbeit aus 460 g Fleischextrakt 22 g einer Sublimatverbindung von Carnitin 
22 . 3,5 

460 
unserer Lésung 0,1 cem Sublimatcarnitin enthalt. Aus den einschligigen 
Formeln ergibt sich aber, daB 0,1 g des Sublimatsalzes von Carnitin 0,028 g 
der Chlorverbindung von Carnitin entspricht, welch letztere wir bei 
unseren friiheren Arbeiten in das Blut der Versuchshunde einfiihrten. 
Somit enthalten 2,5g Fleischextrakt etwa 0,02 g¢ des salzsauren Salzes 
yon Carnitin. Diese Dosis hatte sich bereits bei unseren friiheren Versuchen 
mit intravendéser Einspritzung von reinem Carnitin als unaktiv erwiesen. 
Deshalb verwandten wir bei dem 13 kg wiegenden Hunde 5ccem und bei 
dem 23kg wiegenden Tiere 9 ccm. 

Die dritte Serie der Versuche endlich wurde mit der zweiten reinen 
Carnosinfraktion angestellt. Nach der Bearbeitung mit salpetersaurem 
Silber und Baryt, nach der Entfernung des Silbers durch Sattigung mit 
Schwefelwasserstoff und der Barytreste durch Sattigung mit Kohlenséure 
wurde die so gewonnene, ausgesprochen alkalisch reagierende Fliissigkeit, 
unter Beriicksichtigung des frither entnommenen Zehntels, genau gemessen, 
ein weiteres Zehntel entnommen und dieses mit 20° HCl neutralisiert. 
Der restliche Teil wurde mit 20°, NO,H neutralisiert, aufs &uBerste ein- 
gedickt und nach Hinzufiigung von absolutem Alkohol auf Eis zur Kristalli- 
sation des salpetersauren Carnosins gestellt. 

Die fiir die physiologischen Versuche entnommenen 20 cem entsprachen 
45g Fleischextrakt oder 2,8 g reinem Carnosin. 1 cem enthielt 0,14 g reines 
Carnosin und entsprach 2,1 g Fleischextrakt. Diese Dosis wurde bereits 
bei den Versuchen mit der intravenédsen Carnosineinverleibung als aktiv 
erkannt. Fiir die subkutane Einfiihrung verwandten wir bei dem kleineren 
Pawlowschen Hunde 1,5cem und bei dem gréBeren Bickelschen Hunde 
23cem. Die Ergebnisse der Versuche lassen sich aus den nachstehenden 


gewinnen konnten, ergibt sich aus der Formel 0,1, daB leem 


Diagrammen ersehen. 

Aus der ersten Tabelle kann man schlieBen, daB der Pawlowsche 
Magen am stirksten auf die subkutan eingefiihrte Lésung der ersten 
Carnosinfraktion reagiert. 

Die Wirkung dieser Lésung ist starker als bei der subkutanen 
Finfiihrung von Histamin (0,0005) und Fleischextrakt (2,5g). Es 
muB8 hervorgehoben sein, daB jegliche lokale und allgemeine Reaktion 
bei den subkutanen Einverleibungen der Cammosinfraktionen ausblieb. 

Fast die gleiche Wirkung auf die Magensekretion tibte bei dem- 
selben Hunde die Carnitinfraktion aus, bei der aber beim Hunde Un- 
ruhe, Winseln, Stuhldrang (Aufsitzen und Haltung wie bei Stuhl- 
entleerung) beobachtet wurden. Eine geringere Wirkung als die Carnitin- 
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fraktion entfaltete die zweite Carnosinfraktion, aber auch diese hp. 
wirkte einen doppelt so hohen Kurvenanstieg als Histamin und F\eisc) 
extrakt. 

Die Injektion von 100 ccm Wasser durch die Sonde bewirkte cine 
unverkennbare, aber geringe Magensaftabsonderung mit ausgesprocheney 
Kongoreaktion. Dabei trat bei dem Versuch mit der zweiten Carnitip. 
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Abb. 1. Pawlowscher Magenblindsackhund. 13 kg. 


fraktion die Sekretion aktiven HCl-haltigen Saftes erst nach 1 Stunde 
auf und erreichte ihren Héhepunkt in der fiinften halben Stunde, d. h 
zu einer Zeit, wenn unter gewébnlichen Verhaltnissen die Sekretion 
zu Ende geht. Anscheinend bedwfte es einer bestimmten Zeit, bis 
die Lésung in das Duodenum iberging, dann erfolgte die Resorption 
der Lésung, und erst danach setzte die Funktion der Driisen ein. Die 


perorale Einfiithrung der Carnitinfraktion war ebenfalls von den cr- 
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en Nebenwirkungen begleitet. Die Menge des Magensaftes war 

gréBer als bei der peroralen Einfiihrung der Carnosinfraktion. 
Bei dem Hunde mit dem Bickelschen kleinen Magen wurde die 
starkste Wirkung im Vergleich mit den anderen Reizen, aber eine gleich 
starke im Vergleich mit Histamin (0,001) durch bestimmte Dosen der 
ersten und zweiten Carnosinfraktion erreicht. 


0.07 g Carnosin subkutan 
0,14 g Carnosin subkutan 
0,28 g Carnosin subkutan. 
== 0,28 g Carnosin + 100 com 
0,3 g Carnosin subkutan. 
0.8 g Carnosin subkutan. 


Wasser per os. 


1. Carnosinfraktion 6 com 
I. Carnosinfraktion 12 ccm 
I. Carnosinfraktion 12 ccm 
Il. Carnosinfraktion 2,3 com 


I. Carnosinfraktion 3 com 
<— Caritinfraktion 9,0 com = 0,3 g Carnitin subkutan. 


-— Il. Camosinfraktion 6,0 com = 
<— Histamin 1 com = 0,001 g subkutan. 
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Abb. 2. Bickelscher Magenblindsackhund. 23 kg. 


An zweiter Stelle steht die Carnitinfraktion, die ebenso wie beim 
ersten Hunde Unruhe, Stuhldrang und zweimalige Defikation ver- 
ursacht hat. 

Die perorale Einfiihrung der ersten Carnosinfraktion rief ebenfalls 
unverkennbare Magenabsonderungen, aber nur in geringem Mabe 
hervor. 

Will man sich den Wirkungsmechanismus der besprochenen Sub- 
stanzen erkliren, so darf angenommen werden, da8 sie die Driisen des 
kleinen Magens auf humoralem Wege beeinflussen, indem sie auf die 
lhiisenzellen wirken. Ob sie unmittelbar wirken oder aber erst die 
Bildung spezifischer Sekretine im Pylorustei] des Magens begiinstigen, 


13* 
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die dann auf die Driisenzellen wirken, 148t sich aus unseren Versuchey 
nicht entscheiden. Die Frage, wovon eigentlich der Unterschied jy 
der Sekretionstatigkeit des Pawlowschen und Bickelschen M wens 
unter dem EinfluB8 verschiedener Reize abhingt, kann vorlaufig nur 
unter Vorbehalt beantwortet werden. 

Bei unseren Versuchen mit subkutaner Einfiihrung der Carnosin. 
und Carnitinfraktionen lieB sich eine reichlichere Sekretion bei dem 
Hunde mit Pawlowschen kleinem Magen nicht nur _halbstiindlich, 
sondern auch summarisch nachweisen. Ersteres erhellt aus den ‘Ta. 
bellen I und II, das zweite aus der Gegeniiberstellung folgender Daten 
(Tabelle LT). 





Tabelle III. 
, Entsprechende 
Menge Menge des , 
subkutan y ws ny Magensaftes Sekretionsdaver 
ccm g com Minute: 


1. Hund mit dem Pawlowschen kleinen Magen, 13 kg. 
| 


1. Carnosinfraktion . 6 0,14 24,7 25 
2. e 1,5 -—— 14,9 2.5 
Carnitinfraktion 5 0,14 21,6 2.5 
Fleischextrakt 2,5 0,07 8,6 2,5 
— 0,02 
2. Hund mit dem Bickelschen kleinen Magen, 23 kg. 
1. Carnosinfraktion . . 12 0,28 9,6 25 
2. - es 6 0,80 10,9 25 
Carnitinfraktion .. . 9 0,25 10,2 2,5 
Fleischextr. per os 10% 100 0,28 8,4 2,5 


+ 0,08 


Es ist aus unseren Kurven ersichtlich, daB die Menge des Magen. 
saftes bei demselben Hunde proportional ist der eingefiihrten Menge 
der Reizsubstanz. Bei dem Hunde mit dem Bickelschen Magen 
ergab bei dem ersten, zweiten und vierten Versuch (auf der Kurve von 
links nach rechts, Abb. 2) die Verdoppelung der eingefiihrten Substanz 
von 3 auf 6ccm und dann auf 12 ccm ungefihr auch einen doppelt 
groBen Kurvenanstieg, von 1,4 auf 2,5 auf 6. Die Erhéhung der Dosis 
der zweiten Carnosinfraktion von 2,3 auf 6ccm ergab einen Anstieg 
der Kurve von 1,8 auf 5,6. 


Aber bei verschiedenen Hunden, ungeachtet der doppelt groben 
Menge der eingefiihrten Carnitin- und ersten Carnosinfraktion wn 
sogar vierfachen Menge der zweiten Carnosinfraktion, d. h. ungeachtet 
der Erhéhung der eingefiihrten Menge iiber das dem Gewichtsunterschied 
der Tiere entsprechende Ma8B hinaus, wurde am Bickelschen Magen eine 
weniger intensive Sekretion sowohl hinsichtlich des Anstieges der Kurve 
wie auch hinsichtlich des Gesamtquantums des Magensaftes beobachtet. 
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Diese Verhaltnisse beobachten wir bei der Anwendung der Carnosin- 
und Carnitinfraktionen, wihrend die Versuche mit Histamin an den- 
selben Hunden gezeigt haben, daB die Erhéhung des subkutan ein- 
gefiihrten Histamins von 0,5 auf 1 ccm, im Vergleich mit dem Pawlow- 
schen Megen, eine Zunahme des Kurvenanstieges von 3 auf 6,1 und der 
Gesamtmenge der Absonderung von 5,6 auf 10,4ccm bewirkt hat. 

Wenn man von der Annahme ausgeht, daB der Bickelsche Magen 
einen geringeren Flacheninhalt aufweist als der Pawlowsche, und darauf 
den betrachtlichen Unterschied in der Sekretionstitigkeit unter der 
Einwikung unserer spezifischen Reize zuriickzufiihren versucht, so 
st6Bt man sofort auf die dieser MutmaBung widersprechenden Befunde 
bei der Histaminsekretion. 

Es darf jedoch angenommen werden, daB die vollstandige Isolierung 
des Bickelschen Magens von dem extramuralen Nervensystem die 
Tatigkeit des Magens bis zu einem gewissen Grade beeinfluBt. Dariiber 
hinaus wikt Camnosin unzweifelhaft auf das Nervensystem der GefaiBe 
und auf die anderen Sekretionsapparate des Darmrohres, deren Be- 
zichung zum isolierten Bickelschen Magen noch der Aufklaérung harrt. 

Die toxischen Eigenschaften der Carnitinfraktion hangen sicher 
nicht von dem in ihr enthaltenen Carnitin ab, das, selbst wenn es in 
goBen Dosen subkutan in reinem Zustande eingefiihit wird, gar keine 
toxische Wirkung aufweist, wie unsere fiiiheren Versuche gezeigt 
haben. Eher divften fiir diese Giftwi kung das Methylguanidin, das 
in der Fraktion enthalten ist, und vielleicht auch noch andere uns 
unbekannte Substanzen verantwortlich gemacht werden. 


Auf Grund der vorstehenden Ausfiihrungen kénnen folgende SchluB- 
folgerungen gezogen werden: 

1. Die Carnosinfraktion des Fleischextraktes sowohl als auch das 
darin enthaltene Carnosin stellen, wenn sie unter die Haut oder un- 
mittelbar in das Blut eingefiihrt werden, starke Reizstoffe fiir die Magen- 
driisen dar. 


2. Die Carnitinfraktion des Fleischextraktes wirkt auf die Driisen 
durch das Blut nach MaBgabe ihres Gehaltes an Carnitin. 


3. Beide Fraktionen iufen, wenn sie in bestimmten Mengen durch 
die Sonde eingefiihit werden, eine im Vergleich mit der subkutanen 
Einfiihrung geringe Megensaftabsonderung hervor, wobei das Maximum 
des Kw venenstieges auf die dritte und fiinfte halbe Stunde, nicht aber 
auf die erste halbe Stunde, wie es bei der intravenésen und sub- 
kutanen Einfiihrung beobachtet wird, entfallt. 


4. Die Wirkung auf die Driisen erfolgt auf humoralem Wege durch 
das Kreislaufsystem. Die Ausschaltung der Wirkung des extramuralen 
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Uber die Genauigkeit der gasometrischen Stickstoffbestimmung 
in kleinen Blut- und Harnmengen mit Hilfe von Bromlauge und 
des Apparates von Borodin. 


Von 
L. Solowjew. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Instituts fiir experimentelle Medizin 
zu Leningrad.) 


~ 


(Eingegangen am 20. August 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Reaktion des Harnstoffs und des Ammoniaks mit Hypo- 
chloriten und Hypobromiten (praktisch mit der chlorierten oder bro- 
mierten Lauge), die sich nach der Gleichung 

1. 2NH,+ 3 NaBrO = 3 NaBr + 3 H,O + N,, 

2. CO(NH,), + 3 NaBrO = 3 NaBr + 2H,O + CO, + N, 
vollaieht, wird schon seit langem fiir die quantitative Bestimmung 
dieser Verbindungen aus dem Volumen des frei werdenden Stickstoffs 
benutzt. 


So schlug Melsens! (1852) vor, die chlorierte Lauge fiir die Be- 
stimmung der Ammoniaksalze im Diinger und Guano zu benutzen. Mehrere 
Autoren arbeiteten nach ihm mit derselben Lauge. Knop* (1870) arbeitete 
eine Methode fiir die Bestimmung des Ammoniaks und des Harnstoffs 
mittels Bromlauge aus, die spiter von Huefner® (1870) modifiziert wurde. 

Eine Reihe von Forschern stellte fest, daB die Reaktionen nicht quan- 
titativ der geschilderten Gleichung folgen und da®B die Menge des frei- 
gesetzten Stickstoffs fiir Ammoniak 98 bis 95°, der theoretischen betragt, 
fiir Harnstoff 98 bis 90°%. P. Wagner* verbesserte den Apparat fiir die 


Nach der Arbeit von B. Margosches und H. Rose, ,,Zur Deutung des 
Methodenfehlers der Harnstoff-Hypobromitmethode“, diese Zeitschr. 137, 
542, 1923: 

' Melsens, Jahrb. d. Chem. 1852, 8S. 725. 

? Knop, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1870, } 


to 


25. 


* Huefner, Jahresber. d. Chem. 1871, 8S. 867; Zeitschr. f. analyt. Chem. 
1871, S. 486. 
* P. Wagner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1874, 8S. 383. 
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Stickstoffbestimmung, modifizierte die Methode der Bereitung der Byo) 
lauge und kontrollierte die friiher von Dietrich! angegebenen Tabellen de; 
Korrekturen. 

Spiter, als man sich bemiihte, die Methode zu verbessern und dey 
Korrektionsfaktor zu verkleinern, wurde eine groBe Anzahl (mehr als 50) 
von Bromlaugen verschiedener Zusammensetzung und eine nicht geringer 
Anzahl von Apparaten fiir diesen Zweck vorgeschlagen?. 

Ebenso empfahl man, zur NaCl-Lésung verschiedene Stoffe wie Zucker, 
K-cyanat, Ather acetoaceticus und andere zuzusetzen, die keine Ver. 
breitung fanden. 

Von den vorgeschlagenen Apparaten sind der von Knop-Hue/ner und 
— in RuBland — der von Borodin am meisten bekannt. 

Dieselbe Methode wurde von mehreren Forschern (Hamburger, Artmann, 
Skrabal und mehreren anderen) fiir die jodometrische Bestimmung der 
selben Verbindungen benutzt. 3B. Pohorecka-Lelesz*® arbeitete eine der 
artige Mikromethode aus. 

Margosches und Rose* arbeiteten eine alkalimetrische Bestimmungs 
methode aus, die darin besteht, da8 man zu einer bestimmten Menge der 
Bromlauge eine bestimmte Menge HCl — im Uberschu8 — zusetzt. Nach 
dem Erhitzen und der Bromentfernung wird der Uberschu8 an HC! mit 
NaOH zuriicktitriert. Dasselbe wird nach der Reaktion ausgefiihrt. Dic 
Differenz zweier Titrationen zeigt die Mengen der gesuchten Substanz 
und des Hypobromits an, die reagiert haben. 

Obgleich viele Untersuchungen vorliegen, die sich mit der Frage des 
unvollstandigen Freiwerdens des Stickstoffs beschaftigen, gibt es bis jetzt 
keine eindeutige Lésung dieser Frage. 

So glaubt Lunge®, daB die Ursache der unvollstaéndigen Freisetzung 
des Stickstoffs in dem Auftreten eines chemischen Gleichgewichts in de: 
Reaktionsmitte liegt, dank welchem ein Teil der untersuchten Substanz 
nicht in die Reaktion eintritt; dieses Gleichgewicht hangt von der Kon 
zentration der reagierenden Stoffe, den Eigenschaften des Hypobromits, 
der Temperatur usw. ab. 

Treadwell® sieht diese Ursache in der Bildung des Ammoniumbhypo 
bromits. MM. Krogh’ beobachtet bei der Reaktion die Bildung von Stick 
oxyden. M. Lescoeur® halt die Bildung des Na-Cyanats fiir die Ursache 
der unvollstandigen Stickstoffausscheidung, wahrend Chattaway® die Bildung 
des Tribromstickstoffs dafiir verantwortlich macht. Margosches und Ros" 


1 Dietrich, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1866, 8S. 36. 

2 Eine ausfiihrliche Darlegung dieser Frage mit dem Literatur 
verzeichnis kann in der zitierten Arbeit von Margosches und Rose gefunden 
werden (s. 8S. 199) und auch in der Arbeit von W. Dehn, Zeitschr. f. analyt. 
Chem. 1906, S. 604. 

3’ B. Pohorecka-Lelesz, Bull. d. Soc. d. Chim. Biol. 6, 773, 1924. 

* B. Margosches und H. Rose, diese Zeitschr. 186, 119, 1923. 

5 Lunge, Chem. Industrie 1885, 8S. 161 (nach Margosches und Ros: 

® Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem., Bd. 2. 

? M. Krogh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 84, 379, 1913. 

8 M. Lescoeur, Journ. de Chim. et Pharm. 20, 305, 1919 (nach Pohorecka 
Lelesz). 

® P. Chattaway, Chem. News 98, 285, 1908. 

% j.c., 8.1. 
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kol n zu dem SchluB, daB die Ursache der Unvollkommenheit der Re- 
weder in der Léslichkeit des Stickstoffs in der alkalischen Hypo- 
bromitlésung, noch in der Bildung der Stickstoffoxyde oder Cyanate liegt, 
m im Auftreten eines Gleichgewichts, nach der Meinung von Lunge 
Treadwell. 

Obgleich die Methode der Stickstoffbestimmung mittels Bromlauge 
in strengem Sinne keine quantitative ist, so behalt sie ihre Bedeutung 
doch auch heute, meistenteils als eine klinische Methode, weil sie schnell zu 
arbeiten erlaubt, ohne komplizierte Apparatur oder Reagenzien und mit 
geniigender Genauigkeit fiir klinische Zwecke. Als Beweis dafiir kann der 
Umstand dienen, da8 immer noch Verbesserungen daran vorgenommen 


werden. 

Einige Forscher haben schon lange geraten, die Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl derart zu modifizieren, daB nach der Verbrennung und 
Neutralisation die Fliissigkeit der Zersetzung mit Bromlauge in einem 
dazu brauchbaren Apparat unterworfen wird. Voriges Jahr publizierte 
R. Voit! eine Methode, nach welcher die Verbrennung kleiner Mengen 
von Blut oder Harn mit 30% Wasserstoffsuperoxyd ausgefiihrt wird, 
darauf wird die Fliissigkeit der Wirkung der Bromlauge in dem von ihm 
fiir diesen Zweck vorgeschlagenen Apparat unterworfen. Nach den An- 
gaben des Verfassers gibt diese Methode gute Resultate, erlaubt schnell 
zu arbeiten und der Fehler iibertrifft im Mittel nicht — 2,0%. 

Der Zweck dieser Arbeit ist, die Fehlergrenzen der Bestimmung 
aufzuklaren, ebenso wie die giinstigsten Bedingungen fiir die Reaktion. 
Wir brauchten fiir die Verbrennung 30°, Wasserstoffsuperoxyd und 
fiir die Zerlegung den Apparat von Borodin, weil er der verbreitetste 
in der russischen Klinik ist und andere Apparate — z. B. der von Voit — 
sich von ihm im wesentlichen wenig unterscheiden. 

Ich brauche fiir die Bestimmung folgende Reagenzien: 

1. Chemisch reine konzentrierte Schwefelsaure. 

2. 30°%iges Wasserstoffsuperoxyd (Perhydrol Merck). 

3. Gesittigte Lésung von NaCl, je Liter 50 ccm Natronlauge?, 
spezifisches Gewicht 1,33. 

4. Bromlauge. Wird auf folgende Weise vorbereitet: 

A. Auf je 100cem NaOH, spezifisches Gewicht 1,33, wurden 
l0cem Brom zugesetzt. 

B. Auf je 100cem NaOH, spezifisches Gewicht 1,33, wurden 
5eem Brom zugesetzt. 

Alle Reagenzien sollen chemisch rein sein. 


Bemerkungen zum Vorbereiten der Reagenzien. 


Zu einer Lésung von 350g NaCl in 1000 ccm Wasser, bis zum 
Sieden erwirmt, wurden 50cem NaOH, spezifisches Gewicht 1,33, 


1 R. Voit, diese Zeitschr. 169, 161, 1926. 
2 400 ¢ NaOH Merck in 1 Liter Wasser. 
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zugesetzt. Die so erhaltene Lésung wird im Kolben aus Jenaer (lax 
15 bis 25 Minuten gekocht und wiahrend 4 bis 12 Stunden stehengelassey 
dann mit Hilfe eines Siphons vom Niederschlag abgehoben, wei! <j 
schwer filtrierbar ist. 

Zu 4. 5 bis 10cem Brom wurden mit einer Pipette mit Hilfe eines 
dickwandigen Ballons genommen; nach Befestigung der Pipette jn 
Stativ floB8 das Brom tropfenweise in den Kolben mit der NaQH 
Lésung. Wenn man den Kolben unter die Pipette halt, waihrend dieselhe 
im Stativ befestigt ist, und derart das VergieBen des Broms vermeidet 
so kann man erreichen, daB der Bromgeruch fast nicht zu merken ist 
Wahrend der Zusetzung des Broms wird das Kélbchen mit NaH 
geschiitteit. Es wurde gar nicht oder mit kaltem Wasser gekiih|t 
Gleich nach der Bereitung der Lésung wird sie triibe. 

Im weiteren verhalten sich die Lésungen A. (l00cem NaOH 
+ 10cem Br) und B. (100 cem NaOH + 5cem Br) verschieden 

A. Am zweiten bis dritten Tage erscheint ein weiBer kristallinischer 
Niederschlag, und die Lésung wird klar. Auch an den folgenden Tagen 
wird die Bildung des Niederschlags, welcher aus Na BrO, besteht, be. 
obachtet. Wahrscheinlich zersetzt sich die Lésung nach dem Schema 

3 NaBrO = NaBrO, + 2 NaBr. 

Uberdies ist es sehr leicht méglich, daB die Zersetzung der Lésung 

nach der Gleichung 
2 NaBrO = 2 NaBr.+- O, 


stattfindet, weil sehr oft der Niederschlag von Casblischen bedeckt 
ist, die sich in unbedeutender Menge absondern!. 

B. Am zweiten bis dritten Tage wird die Lésung klar, indem ein 
kleiner Niederschlag gebildet wird; wenn sie durch Glaswolle filtriert 
wird, so bleibt sie klar wahrend einer Woche, spater bildet sich wieder 
ein Niederschlag und eine unbedeutende Gasbildung. 

Die Lésungen sollen in dunklem Glas aufbewahrt werden. 

Ich benutzte fiir die Verbrennung kalibrierte Kélbchen von 30 
und 50 cem. 

Als Nitrometer wurde der Apparat von Borodin? gebraucht, der 
eine Modifikation des Nitrometers von Lunge darstellt; er besteht aus 


1 Artmann und Skrabal denken auch, daB die Zerlegung der Bromlauy 
nach beiden Gleichungen verlauft. nach der zweiten aber recht wenig 
Zeitschr. f. analyt. Chem. 46, 5, 1907. 

* Ein Apparat derselben Konstruktion, an dem aber der Teil fiir das 
Gasvolumen in 0,02 und 0,05 cem kalibriert ist, wurde nicht zu der Zeit 
fertig, darum benutzte ich ihn nicht. Man kann annehmen, da8 bei kleinen 
Volumina genauere Resultate erhalten werden. 
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r oberen Réhre, die auf 15 cem kalibriert ist, und einer unteren — 
s0cem mit Teilungen bis auf 0,l ccm —, beide Teile sind durch 
Hahn mit zwei Wegen vereinigt, der erlaubt, den oberen mit dem 
unteren Teil zu verbinden, oder den oberen von 
dem unteren mit einem Ableitungsréhrchen, oder 
alle drei Teile voneinander zu trennen. AuBerdem 
gibt es ein erginzendes GefaB, um die Fliissig- 
keiten im Apparate auf Atmospharendruck zu 
bringen. — 
Die Bestimmungen werden im allgemeinen 
nach Voit ausgefiihrt. 

| bis 2cem Harn (oder 0,3 bis 1,0cem Blut) 
werden auf einer kleinen Gasflamme in einem 
Kélbchen von 30 bis 50 ccm mit 1 bis 2 cem kon- 
zentrierter H,SO,, in kreisférmigen Bewegungen 
ununterbrochen geschiittelt, erhitzt. Wenn nach 
der Verdunstung des Wassers Verkohlung statt- 
findet und H,SO,-Dampfe sich auf den Wanden 
des Kélbchen zu konzentrieren beginnen, wird das 
Kélbchen 2 bis 3 Minuten abgekiihlt, darauf setzt 
man 2 bis 3 Tropfen 30°,igen Wasserstoffsuper- 
oxyds zu. Alsdann — fails man mit Harn arbeitete 
— erfolgte Entfarbung. Fiir Blut muB man mehr 
H,O, zusetzen. Wenn bei nachfolgender Erhitzung 
wieder die gelbe Farbe erscheint, so soll man noch Abb. 1 
H,O, zusetzen und wieder erhitzen. 

Die Verbrennung wurde fiir vollkommen gehalten, wenn nach dem 
Hinzufiigen von H,O, beim Erhitzen bis zum Erscheinen der H,S0O,- 
Dampfe an den Wanden des Kélbchens die gelbe Farbe nicht wieder 
erschien. (Im Falle des Blutes besitzt die Fliissigkeit beim Erwarmen 
eine schwach gelbliche Farbe, die bei der Abkiihlung véllig verschwindet.) 
Dann setzt man zum abgekiihlten Kélbchen 2cem Wasser zu und 
erhitzt bis zum Sieden, damit man sicher sein kann, daB H,O, vollig 
zerlegt ist, weil es sonst im weiteren Verlauf stéren kann. (NaBrO 

H,O, = NaBr + H,O + O,.) 

Nach dem Abkiihlen (unter dem Wasserstrahl) wird der Inhalt 
des Kélbchens bis zur Marke erginzt; daraus entnahm man 15 bis 
30cem fiir die Bestimmung. 

Wenn der Apparat von Borodin mit NaCl gefiillt und sein oberer 
Teil mit der untersuchten Liésung durchgespiilt (3 mal mit je 2 ccm) ist, 
so 14Bt man 15 ccm dieser Fliissigkeit in den unteren Teil einflieBen. 
Darauf wascht man den oberen Teil mit Wasser und gieBt 10 ccm 
Bromlauge hinein, welche man zuerst langsam und spiter, wenn das 


ele 
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stiirmische Freiwerden des Stickstoffs etwas ruhiger wird, schnel| jp 
den unteren Teil iiberfiihrt. Das Gefai8 mit dem NaC! stellt man go 
niedrig wie méglich. Nach 1 bis 2 Minuten nimmt man den Apparat 
aus dem Stativ, sein unteres Ende mit dem Finger dicht zugestopft 
(die Kautschukréhre wird zur Seite geschoben), und nachdem er jn 
die Horizontallage gebracht ist, zwingt man das ausgeschiedene 
Gas, in die Mitte des Apparats iiberzugehen. Danach hebt man das 
Ende des Apparats etwas und erreicht damit, daB das Gas langsam 
emporsteigt, wobei man die Fliissigkeit stark schiittelt. Dann bring 
man den Apparat schnell in die vertikale Lage und entfernt den Finger 
vom unteren Ende; noch eine gewisse Menge des Gases wird abgesondert 
Diese Operation wiederholt man noch einmal, indem man stiirker 
schiittelt, man muB aber vorsichtig sein, damit die Bromlauge nicht 
in die Kautschukréhre kommt, weil dort wahrscheinlich ihre Zer. 
setzung stattfindet, was man aus einer unbedeutenden, aber dauernden 
Gasbildung schlieBen kann. Nach Beendigung der Gasbildung 2 
bis 3 Minuten nach dem Schiitteln) werden die kleinen Blaschen, die 
an den Winden des Apparats haften, durch Klopfen an der Wand ab. 
getrennt, oder man bringt den Apparat in die horizontale Lage und 
zwingt in dieser Weise das Gas, einige Male die Wande zu umspiilen 
Dann stellt man den Apparat in das Stativ und léBt langsam aus seinem 
oberen Teil 3ccm H,O von Zimmertemperatur einflieBen, damit der 
Wasserdampfdruck im Apparat dem Dampfdruck des reinen Wassers 
entspricht und das gebildete Gas dessen Teniperatur annimmt. 

Nach 3 Minuten wird die Ablesung bei gleichem Niveau in den 
beiden Teilen des Apparats vorgenommen. 

Bei der Ablesung arbeitete ich mit dem Bergmannschen Dia- 
phragma!, das von Treadweii* fiir die Biiretten empfohlen wird; ich 
stellte hinter diesem eine matte Glasplatte auf, was aie richtige Augen 
stellung und Deutlichkeit des Meniskus verursachte. 


Bemerkungen zum Gange der Bestimmung. 


1. R. Voit empfiehlt, 0,5cem Harn mit leem H,SO, 2u ver- 
brennen. Die Fliissigkeit wird nach der Verbrennung und Zusetzung 
von 3 ccm H,O in den Apparat iibergefiihrt, das Kélbchen 2- bis 3 ma! 
mit Wasser gespiilt, welches auch dort hineinflieBt. 

Ich fand es bequemer, die Fliissigkeit nach der Verbrennung au! 
ein bestimiaates Volumen zu bringen und schon dann eine bestimmte 
Menge davon in den Apparat zur Bestimmung zu bringen, weil 1. «ie 
Fliissigkeit nach der Verbrennung sich leicht mit NaCl-Lésung ver. 


1 Es ist ein matter, schwarzer, hélzerner Halter fiir Probierglischen. 
> Le. 
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mischt und zu Boden sinkt, was die Konzentration der Lésung, die 
der Wirkung der Bromlauge unterworfen wird, sehr herabsetzt. In 
meinem Falle verlauft die Reaktion zumeist tiber der NaCl-lésung, 


und erst nach dem Schiitteln wird die Fliissigkeit mit der letzten ver- 
miselit 

2. Was das Schiitteln anbetrifft, so stimme ich mit Voit voéllig 
iiberein, daB es unbedingt notwendig ist, um eine vollkommene und 
schnelle Stickstoffabsonderung hervorzurufen, weil im _ entgegen- 
vesetzten Falle die Gasbildung sehr verlangsamt wird und man zu 
Resultaten kommt, die nicht untereinander stimmen. 


3. Hinsichtlich der Zeit, die man warten mu8, bevor man die 
Ablesung machen darf, sind die Meinungen weit verschieden. So 

B. gibt Salkowski' 30 Minuten an, Colquhoun! 20 Minuten, 
Treadwell? 106 Minuten, Dehn 10 Minuten, waihrend Doremus' 3 
bis 4 Minuten fiir ein gutes Hypobromit fiir geniigend hilt. Voit? 
ind Stehle* machen die Ablesung einige Minuten nach der Beendigung 
der Gasbildung. Es ist klar, daB diese Zeit von der Menge des aus- 
veschiedenen Gases abhingt, sowie auch von anderen Bedingungen. 


Ich tiberzeugte mich durch direkte Versuche, daB bei den oben 
geschilderten Bedingungen 3 Minuten geniigend sind. Das ist aus der 
folgenden Tabelte ersichtlich. 


Tabelle I. 


Volumen des frei gewordenen Stickstoffs nach der Beendigung der Gas- 
ausscheidung aus der Fliissigkeit. 





Sees Nach Nach 
Noch 3 Min. | 10 bis 30 Min. | 12 Stunden 
ccm ccm ccm 
5,30 5,30 . Nese p aad t be« 
. rucksichtigt 
1,93 — 1,93 
3,81 3,81 
5.22 5,21 5,21 
5,34 5,34 
5,42 5,42 


4. Die Ablesung wird bei gleichem Niveau der Fliissigkeit in beiden 
Teilen des Apparats gemacht. Eigentlich ist das nicht ganz richtig 
denn es gibt eine gewisse Verschiedenheit in den Fliissigkeitsdichten 

. 


1 Zitiert nach Dehn, 1. ec. 

2 lc. 

® R. Stehle, Journ. of biol. Chem. 45, 223, 1920/21; Chem. Centralbl. 
1921, II, 557. 
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und man sollte das Volumen des Gases etwas vergréBern; diese Korre-kt yr 
ist aber sehr unbedeutend und ist véllig dadurch kompensiert. dag 
die Menge des Gases, die im Blindversuch gebildet wird, genau dieser 
Korrektur entspricht (0,01 bis 0,02 ccm). 


Die Berechnung der gewonnenen Resultate wird nach der Forme! 


g = 1,2505-_—_—___ .2& Be 

1 + 0,00367 .t 760 

gemacht, wobei g das Stickstoffgewicht der zur Analyse genommenen 
Substanzmenge in Milligrammen, v die Menge des ausgeschiedenen 
Stickstoffs, p, Wasserdampfdruck bei den Versuchsbedingungen dar. 
stellt. Man kann auch fertige Tabellen benutzen (Tabelle im Chemiker. 
kalender von 1921, S. 272, und in der Arbeit von Voit). 


Die ersten Versuche wurden mit Harn und Blut gemacht, spiiter 
mit einer Lésung von schwefelsaurem Ammoniak (,,zur Analys 
Kahlbaum). In den folgenden Tabellen sind die Resultate der Be. 
stimmungen angefiihrt. 

Tabelle Il. 
Ammonium sulfuricum. 

10,01 mg N in lcem. (Theoretisch ebenso wie nach Kjeldahl und nach den 
H, SO,-Bestimmungen.) Resultate berechnet auf lcem (NH,),S0,. 
Bedingung: 2cem (N H,),SO, + 2cem H, SQ, bis 50cem H,0. 
‘Davon zur Bestimmung l5cem. 








Frische Bromlauge Brosiange, die gestanden hat 
Gefunden von Kjehaall l Gefunden von Kjelda f l 
mg %o mg %o 
10,04 + 0,3 10,26 + 2,5 
10,01 0, 10,28 + 2,7 
10,08 +02 10,28 + 2,7 
10,10 + 1,0 10,29 + 2,8 
10,04 + 0,3 10,28 - 2,7 
10,13 + 13 10,28 + 2,7 
10,07 + 0,7 10,29 + 28 
10,13 +1,3 10,28 + 2,7 
Mittel: 10,068 +- 0.58 10,28 + 2.7 


Die Versuche mit Harn wurden zu der Zeit ausgefiihrt, als div 
Methodik der Bestimmungen noch nicht ausgearbeitet wurde. Geraci 
wihrend dieser Versuche wurde die Abhangigkeit der Resultat 
vom Alter wie von der Bromlaugezusammensetzung festgeste!!' 
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to was bei Versuchen mit (NH,),SO,-Lésung ganz deutlich wurde 
laf Darwa sind die Zahlen der Tabelle III nicht so maBgebend wie 
da j 
ii n der Tabelle I. 
Tabelle Ill. 
Harn. 
ne] . . , , 
mee bis 2eem Harn + 1 bis 2cem H,SO,. Nach der Verbrennung bis 
wif 30 bis 50cem verdiinnt, daraus fiir die Bestimmung licem genommen. 
N-Gehalt in mg in 1 com Abweichungen 
te pene Zah! der einzelner Abweichungen 
n Nach Kjeldahl Bestimmungen von Kjeldahl 
sgn Mitel aus zwei Gefunden Beotinmunges mittlerer GroBe : tin 
nen Bestimmungen 0}, 5 
lar 
ker. 5.54 5,56 2 + 1,8 + 0,4 
5.95 5,87 4 +12 1,3 
6.06 5,98 2 + 1, 1,3 
a 6.58 6,44 2 + 0,3 2,1 
ane 7,23 7,24 4 0 + O15 
se 10,54 10,54 2 +08 0 
Be. 
Tabelle IV. 
Blut. 
0,5 bis leem Blut, 2cem H,SO,, verdiinnt bis auf 50 cem; 
0,3cem Blut 1.2cem H,SQ,, verdiinnt bis auf 30 ccm. 
den 
0) Fiir die Bestimmung wurden 15 cem genommen. 
® 
\-Gehalt im mg inccm Abweichungen N-Gehalt im mgin ccm Abweichungen 
Nach Von der Von Nach Von der Von 
Kjeldaht Gefunden mittl. GréBe Kjeldahl Kjeldahi | Gefunden mittl. GréBe | Kjeldaht 
mg mg C/o %5 mg mg 75 6 
32,26 - — 0,12 29,10 +- O87 
32,48 + 0,43 + 0,56 . 
32.48 - + 0,56 29.05 0.70 
2.397) 32.18 — 0,37 28,85 a 
32,14 0,62 0,49 _ 
32,44 + 0,43 ‘ 
32,40 - 0.31 = a a 
Mittel: 32,34 - — 29,075 + 0,08 


AuBerdem wurden spezielle Versuche ausgefiihrt im Bestreben, 
folgende Fragen zu lésen: 

1. Die Genauigkeit der Bestimmungen in Abhiangigkeit von der 
\-Konzentration in der untersuchten Fliissigkeit. 
Der EinfluB der verschiedenen Zubereit ungsmethoden 
ind des Alters der Bromlauge auf die Genauigkeit der Bestimmung. 


2. und 3. 


4. Die Méglichkeit, mehr als 15 ccm fiir die Bestimmung zu nehmen 
tate im Falle einer niedrigen N-Konzentration. 
it Folgende Tabellen geben eine Antwort auf diese Fragen. 
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Tabelle V. 


1. Der EinfluB der N-Konzentration in der untersuchten Fliissigk:(; 





— 


(NH4)2 SO, Harn 

N-Gehalt ‘ Abweich. ¥. N-Gehalt ie a Abwe 

; . - | Zahl d. Be» ~ : : iG Zahl d. Be- “ 

in 1 ccm | Gefunden | stimmungen Kjeldahl in 1 ccm | Gefunden stimmungen Ajeldah 

mg °%s mg mg 

25,025 | 24,88 1 |— ops] - one a 

20,01 20,19 1 + 0,90 -— — - 

10,01 10,16 8 + 1,5 10,53 10,54 2 J 
5,005 5,35 6 + 7,0 5,54 5,56 2 0.4 
3,34 3,70 2 + 10,8 — - 


2. und 3. 


Tabelle VI. 


Alters der Bromlauge. 


Die Lésungen wurden in folgender Weise vorbereitet: 
A : 100 cem NaOH, spez. Gew. 1,33, + 10cem Br,, ohne Abkiihlung, 


A,: 100 ,, 
B: 100 ,, 


NaOH, ,, “ 
NaOH, ,, in 


1,33, + 10 ,, 
1,33, —- 5 oe 


EinfluB der verschiedenen Methoden der Zubereitung und de 


Br,, unter Abkiihlung mit Kis 
Br,, ohne Abkiihlung 


Die Lésungen A und A, wurden vor dem Gebrauch mit dem gleic! 


Volumen NaOH verdiinnt, 


da sie sich 


leicht im Apparat mit NaCl vermischen. 


Ammonium sulfuricum. 


im entgegengesetzten Falle zy 


Bedingungen wie in Tabelle II, Resultate berechnet auf 1 cem (NH,), 80, 


leem nthalt 10,01 mg N. 





Zah! der 
Bestim munger 


Bestimmungen, Bromlauge 
ausyefibrt —_ —_a _ _— annereens 
ee A Zab der | a, Zabl der B 
pach me Bestimmungen ae Bestimmungen ae 
1 bis 24 Std. 10,93 2 10,06 1 10,09 
2, 3Tage 10,23 4 10,28 2 — 
4,5, 10,28 1 10,28 l 10,28 
2 Monate 8,2 2 — - 
S » _ _— 4,25 
Bemerkungen. Voit rat, auf 10 ccm 40°%,iger NaOH 1 cem Bron 


zu nehmen und die Lauge gleich nach der Bereitung zu gebrauchen 

Ich gebe dem Gegenteil den Vorzug, nimlich, eine Lauge mit 
einem niedrigeren Gehalt von Brom in einer schwicheren Na(H- 
Lésung (30°) zu nehmen und sie 2 bis 3 Tage nach der Bereitung 2 


gebrauchen. 


Die Lauge A wurde vorbereitet, da nach Dehn! Lésungen solcher 
Konzentration haltbar sind und gute Resultate geben, 


1 le. 


unabhangig 
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ob sic mit oder ohne Abkithlung bereitet sind. Fiir verdiinnte Hypo- 
bromitlésungen (0,1 n) fand B. Pohorecka-Lelesz' sogar, daB nur das- 
ienive Hypobromit gute Resultate gibt, das unter Abkiihlung mit 
Eis bereitet ist. 

Wir haben oben von der Zersetzung der A-Lésung gesprochen. 
Wie man aus der Tabelle ersieht, macht sich der EinfluB der Abkiithlung 
nicht geltend. 

Die Vorziige der Lésung B vor der nicht verdiinnten Liésung A 
lassen sich aus folgenden Versuchen ersehen. 


Tabelle Via. 


(NH,),SO,-Lésung und Bedingungen wie in der Tabelle II. 
Milligramm Stickstoff gefunden vor und nach der Absorption mit Pyrogallol 
(s. 8. 211 bis 212). 





Lésung A Lésung B 
7 cs Sc 7 Sc ; : os Sc 
es ee 2% 2% 
ori $5 Gee | §5 ,; ts Ge | $5 
Frisch 3 & standen UE Frisch | 5 —& standen UE 
=6& =é Zé z & 
CP ex ex y=] 
mg Ne mg Ne mg Noe mg Ne 
Vor Absorption mit 
Pyrogallol. . . . 9,75 1 9,84 2 10,0 1 10,15 2 
Nach der Absorption 9,57 1 9,66 2 9,82 | 9,98 2 
Tabelie VII. ‘ 


4. Die Méglichkeit, fiir die Bestunmung mehr als 15 ccm zu nehmen. Be- 
dingungen: Tabelle LIT. Fiir die Bestimmung 25 bis 30 cem genommen. 





N-Gehalt in 1 com 


Nach 


J ; Zahl der - 
Kjeldahl Gefunden Seotinmengen Abucishungee 
mg mg 0 
6,58 6,44 2 — 2,1 
7,23 7,24 2 +- 0,15 


Aus der Tabelle Il kénnen wir folgende Schliisse ziehen: 

1. Bei gegebenen Bedingungen gibt die N-Bestimmung mit Hilfe 
der Bromlauge Zahlen, die nahe den theoretischen sind, sie tibersteigen 
sie jedoch etwas. 

2. Eine Bromlauge, die etwas gestanden hat, gibt héhere und 
besser iibereinstimmende Werte als die frisch bereitete. Der erste 
SchluB widerspricht der allgemein angenommenen Meinung, einige 
Bestaittigungen findet man jedoch in der Literatur, z. B. Stehle! zeigte, daB 


1 lie. 
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im Vakuum iiber dem Quecksilber die theoretische Gasmenge ays 
geschieden wird. Margosches und Rose! erhielten mit Hilfe ihrer a)kajj 
metrischen Methode fiir die Lésungen von (NH,),.SO,, NH,NO, un 
NH,Cl Zahlen, die um 1 bis 2,8°% hoéher als die theoretischen ware; 
(N-Konzentration von 13 bis 30 mg). Mit der Steigerung der Konzey 
tration verminderte sich der Fehler und ging in eine negative (iri, 
iiber (s. Tabelle V). 

Zu 2. Die meisten Forscher arbeiteten mit frischer Bromlauge, we; 
sie diese fiir die beste hielten. Aber Dehn! zeigte, daB die Bromlauy 
die einige Tage gestanden hat, mehr Gas entwickelt als die frisch aN 
Meine Versuche bestatigen diese Beobachtung villig. si 


Doch bleibt es véllig unverstandlich, weshalb sich mehr Gas bildet 
als nach der Theorie entstehen soll. Mehrere Autoren (Schenk!, Pfliiger 
Falk*, Quinquand* und Krogh?) stellten fest, daB, je alkalischer diy ut 
Bromlauge ist, desto mehr Gas sie entwickelt. Im besten Falle aber m 
bekam M. Krogh 100%, der Theorie. Tabelle V erlaubt zu vermuten P 


daB dem frei werdenden Stickstoff eine gewisse Menge eines freimde: ve 
Gases beigemischt ist, welches die Unvollkommenheit der Reaktio; ni 
kompensiert, wodurch bei niedriger Stickstoffkonzentration der Fehler 
rasch positiv wird und sehr rasch steigt. Der Umstand, daB Hypo wi 
bromitlésungen sich nach der Gleichung 

2 NaBrO = 2 NaBr + O, 

. » ae , j W 
zersetzen kénnen, wobei diese Zersetzung recht langsam im Dunkel 
vonstatten geht und energischer im Lichte (T'readwell*) von einer ganze 
Reihe von Katalysatoren beschleunigt werden kann (Smith®), wi 7 
z. B. von Kobaltsalzen, CuSO,, (Stehle*) und anderen, 1aBt dara . 
denken, daB dieses Plus aus Sauerstoff besteht. Die Versuche, die zu = 
diesem Zwecke gemacht wurden, bestitigen diese Vermutung vill’, 

Stehle bemerkte bei der Stickstoffbestimmung mit Bromlaug: i 


im Apparat von van Slyke eine merkliche O,-Entwicklung, erklart: 
sie aber durch den EinfluB von CuS0O,, mit welchem er die Verbrennung 
ausgefiihrt hatte. 

Folgende Versuche zeigen den EinfluB von CuSO, auf die Zer- 
setzung der Bromlauge. 


Ale. 

2 Nach M. Krogh, 1. c. 

’ Nach Hamburger, Zeitschr. f. Biol. 20, 303, 1884. 

* Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem. 1. 

5 A. Smith, Introduction to inorganic chemistry, 1909. 
®§ |.c. und Journ. of biol. Chem. 47, 13, 1921. 
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Tabelle VIII. 





Genommen Gasentwicklung nach 
N 
Bromlauge 0,5 °/5 CuSO, 1 Stunde 2 Stunden 3 Stunden 
com ccm ccm ccm ccm 
] 10 5 6 13 22 
) 15 15 30 35 41,6 


Nach dem Hinzufiigen (2,5cem im ersten Versuch und 1 cem im 
zweiten) einer starken Lésung von Pyrogallol im Apparat verminderte 
sich das Gasvolumen im ersten Versuch bis auf 1,4 ccm, im zweiten 
bis auf 0,9 cem. 

Diese Menge des nicht absorbierten Gases wurde in ein Réhrchen 
iibergefiihrt, das mit dem Reagenz fiir die Absorption von Kohlenstoff- 
monoxyd (Cu,Cl, + HCl), welches bei der Absorption von O, vom 
Pyrogallol ausgeschieden sein konnte, eingefiihrt wurde. Das Gas- 
volumen verminderte sich ungefahr um zwei Drittel. Der Rest wurde 
nicht untersucht. 


Dann wurden Versuche mit derselben Lésung von (NH,),S0O, 
wie friiher gemacht, indem man in den Apparat nach der Beendigung 


Tabelle IX. 
Wirkung des Pyrogailols auf das Gas bei der Reaktion von (N H,),SO, mit 
Bromlauge. 
Bedingungen wie in Tabelle Il. Nach der Ablesung wurden 0,5 bis 
l0cem der Pyrogallollésung eingefiihrt, nach diesem 1 bis 3cem H,O, 
NH,),SQO, enthalt in leem a) 10,01 mg N, b) 5,005mg N, ec) 25,025 mg N. 





Vor der Abweichungen | Nach der Absorbiert durch 
Pyrogallols von der Pyragallol- Ab» Pyrogallol Alter des 
zusetzung _theoret. Zahl | zusetzung Weichungem 0” Hypobromits 
mg %lo mg %o com °lo 
10,01 0 9,83 1.8 0,1 1,8 
9.92 0,9 972 | —29 o11 | —20 |1bis128¢a. 
10,00 —0,1 982  —19 0,10 is! 
10,01 0 9,86 — 21 0,11 2,1 } 1 Tag 
10,02 +01 9,80 — 21 0,12 es 1. 
10,15 +14 9,97 — (0,4 0,10 -1,8 2 Tage 
10.13 + 1,2 9,95 — 0,6 0,10 1,8 ) 
10,15 +14 9,98 0,3 0,10 —1,7 , 
10.15 +14 997  —O4 0.10 us |i) 
10,14 + 13 9.97 — 04 0,09 —1,7 
10.14 + 13 99 | —05 | O11 1s j* » 
5,33 +6 5.14 +25 0,10 3.5 , 
5,18 + 3,9 5,00 — 0,1 0,10 -4 | I bis 12 Std. 
24.88 0,58 24.75 -1,1 0,07 0,52 
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Tabelle 1X a. 


N-Bestimmung im Blut und Harn. Bedingungen: 0,3 cem Blut verdiiny: 


nach der Verbrennung bis auf 30 ccm, 2,0cem Harn verdiinnt nach cde; 
Verbrennung bis auf 50cem. Man nahm fiir die Bestimmung 15 cen de) 


erhaltenen Lésung. 





———— 


3 4 N gefunden ' Von 
, Untersuchte = oom Zz Ree — : aaa ae Abweichungen yr sal 
Ne. | “Substens” | x Rigaat || Abgorption | Atsopeen | Yom Ajeldant | *b#rmere 
mg || mit Pyrogallol | mit Pyrogallol Ol n 
1 Harn 12,0 12,02 11,84 —1,3 0,10 
2 _ 12,0 12,04 11,86 — 1,2 0,10 
3 2 8,36 8,46 8,25 —13 0,10 
4 - 8,36 8.44 8,23 —1,5 0,10 
5 . 8,36 8,46 8,25 —1,3 0,10 
6 Blut 28,85 29,38 28,63 — 0,77 0,1 
7 ” 28,85 29,38 28,63 — 0,77 0,10 


der Gasentwicklung und der Ablesung 0,5 bis 1,0 ccm einer starke) 
Pyrogallollésung in Natronlauge! einfihrte. 

Resultat: In allen Fallen erreicht man mit Pyrogallol im Durch 
schnitt eine Absorption von 0,1 ccm Gas. 

In der Tabelle LX sind die Resultate dieser Versuche angefiihrt 

Um sicher zu sein, daB die Gasvolumenverinderung durch di 
Anwesenheit von O, hervorgerufen ist, wurden einige Versuche gemacht 
Reiner Stickstoff?, ebenso wie das bei der Reaktion mit Bromlaug 
gewonnene Gas wurde in einem anderen Apparat tiber Quecksilber 
gesammelt und davon in den Apparat von Borodin, mit NaCl oder 
Quecksilber gefiillt, iibergefiihrt (streng beobachtet, daB keine Luft 
in den Apparat eindringt). Resultate siehe Tabelle X. 


Tabelle X. 





Eingefiihrt 
Fir den Versuch le SS recat Uber | Pytoes 
Geacmmen wlenen Pyrogallol H,Onachihm ~° — absorbiert 
ccm ccm ccm ccm 

Stickstoff .... ./ 10,54 0,5 0.5 10,54 = 0 

Gas von der Reaktion ls = | 
mit Bromlauge . 5,52 05 0,5 5,42 |Z — 0,1 
Stickstoff ....., 10,31 0,1 0,3 10,31 *— 0 

Gas von der Reaktion Queck- 
mit Bromlauge . 5,54 0,1 05 5,44 © silber 0.1 


1 Wird von van Slyke fiir die O,-Bestimmung im Blute empfohlen. Da- 
Pyrogallol wird langsam mit einigen Intervallen eingefiihrt. 

2 Erzeugt durch das Erhitzen von KNO, + (NH,),SO, + K,CrO, 
Gemisch, durchgeleitet durch K,Cr,O, + H,SO, und alkalische Losung 
des Pyrogallols. 
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\uBerdem wurden Versuche mit der Absorption des bei der Reaktion 
genommenen Gases durch Phosphor in einer Hempelschen Pipette 
gemacht. Dabei wurde eine deutliche Bildung von weiben Dampfen 
beobachtet (qualitative Reaktion auf Sauerstoff); die Absorption war 


von derselben Dimension, wie bei Pyrogallol. Folgen einige Versuche. 


Tabelle XI. 


Absorption durch Phosphor. 








Gasvolumen 
Vor der Nach der 
Absorption Absorption 
com com 
5,55 5,45 
5,20 5,10 
5,38 5,28 


Was den O,-Ursprung anbetrifft, darf man folgende Vermutungen 
machen: a) er wird im Verlauf der Bromlaugenzersetzung nach der 
ben zitierten Formel gebildet, oder b) es ist der in den Reagenzien 
geléste Luftsauerstoff, der aus ihnen bei der Reaktion ausgeschieden ist. 


Eine gewisse Stiitze der zweiten Vermutung kénnte der Umstand 
geben, daB starkes Schiitteln und die Durchleitung des gebildeten 
Stickstoffs (wobei der Sauerstoffpartialdruck gleich 0 ist) durch die 
yanze Schicht der Reagenzien, die sich im Apparate befindet, die Aus- 
scheidung des in ihm gelésten Sauerstoffs verstarkt. 

Aber der Versuch lenkt diese Annahme, daB der Sauerstoff aus 
den Reagenzien im Apparat (auBer dem Hypobromit) stammt, ab. 
In demselben Apparat iiber Quecksilber wurden kleine Mengen (0,3 
bis 0.5 cem) der wasserigen Ammoniaklésung der Wirkung der Brom- 
lauge ausgesetzt. Das gebildete Gas zeigte bei Pyrogalloleinwirkung 
Volumverminderung derselben GréBenordnung wie in friiheren Ver- 
suchen!, In der Tabelle XII sind die zwei entsprechenden Versuche 
angeftihrt. 

Tabelle XII. 








= Guemam eee des | an a Volumen: —_—" 
NH,OH — Bromlauge ®°R:/4ete™ | Pyrogallol und | verminderung —_ 
= omm H, O-Eint. eam 
Etwa 0,3 10 6,38 6,30 0,08 iner Qescksiiber: 
, 10 9,02 8.91 0,11 ausgefuhrt. 


1 Nach den Angaben Stehles (l.c.) ist die Léslichkeit der Luft in 
Hypobromit gleich 0,006 bis 0,005 cem. 
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Die hier angefiihrten Versuche geben die Méglichkeit , zu dem S«}\!))3 
zu kommen, daB bei der Reaktion des (NH,),SO, und des Ammoniaks 
mit der Bromlauge auBer dem Stickstoff noch eine gewisse Meny 
Sauerstoff gebildet wird, wahrscheinlich als Folge der Zersetz\ny 
des Hypobromits nach der oben angefiihrten Gleichung. Diese k\cin, 
Menge Sauerstoff stellt bei kleinen Volumen des gebildeten Gases ein, 
relativ bedeutende Menge dar und kompensiert vollig die Unvollkommen 
heit der Reaktion, iibertrifft sogar die theoretischen Zahlen. Bei der 
VergréBerung der Stickstoffmenge bildet die frei gewordene Meng 
Sauerstoff einen relativ kleinen Prozentsatz, und die Unvollkommenhei 
der Reaktion JaBt sich daraus ersehen, daB der Fehler negativ wird 

Von diesem Punkte aus ist es méglich, die oben angefiihrten Resultat: 
der Versuche von Margosches und Rose mit den Ammoniumsalzen 


erklaren. Nach ihrer alkalimetrischen Methode wurden eigentlich di: 
Mengen des NaBrO und NaBrO, bestimmt, die sich vor und nach dey 
Reaktion in der Bromlauge befanden. Die Differenz dieser Menge ergi} 
die Bromlaugenmenge, die in der Reaktion verbraucht ist. Aber dies, 


GréBe, auBer der Bromlauge, die wirklich an der Reaktion teilnahm, ent halt 
noch eine gewisse Menge derselben, die unter Sauerstoffausscheiduny 
zerfallen ist und welche bei der Analysenberechnung Fehler hervorrutt 
Bei kleinen Konzentrationen des Stickstoffs ist der letzte verhaltnismabiyg 
groB und positiv, bei den gréBeren negativ. Die Resultate der Versucly 
von Margosches und Rose bestatigen diese Vermutung. 

In der Arbeit derselben Verfasser' ist nachgewiesen, da®B Hii/n 
(1871), der das Gas, welches bei der Wirkung der Bromlauge auf Har: 
stoff bei 60 bis 70° gebildet wird, studierte, darin auBer Stickstoff eine w 
bedeutende Beimischung von Sauerstoff fand. 

L. Ambard® weist in seiner Arbeit tiber die Harnstoffbestimmung i: 
Blute und Harn mit Hilfe der Bromlauge auch auf Sauerstoffausscheidung 
bei dieser Reaktion hin und teilt sie in die vermeidliche und unvern 
liche. Die erste wird unter dem EinfluB des Quecksilbers beobachtet, 
sonders des schmutzigen, auch des CuSO,. Doch auch in Abwesen)heit 
dieser Substanzen wird die Ausscheidung einer gewissen Menge von 0 
beobachtet, welche der Verfasser fiir eigen der Reaktion selbst und dahe 
unvermeidlich halt. Die Menge des gebildeten Sauerstoffs in einem gewisse! 
Bereich der Harnstoffkonzentration (von 4 bis 12 mg) bleibt konstant 
vermindert sich auBerhalb dieser Grenzen (s. Tabelle IX). 

Aus diesen Griinden halt Ambard fiir méglich, keine Sauerstoffabsory 
tion auszufiihren*, sondern von dem Volumen des gebildeten Gases 0,20 co 
abzuziehen (das Volumen des dabei frei gewordenen Sauerstoffs). Di 
erhaltene GréBe betragt nach den Versuchen des Verfassers 90 ' le 


2 Hiijner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1871, 58. 486. 

3 L. Ambard, Dosage de l’arée par ’ hypobromite de soude. Presse medi 
70, 753, 1923. In derselben Arbeit gibt es eine Beschreibung des Mikro 
ureometers fiir die Bestimmung kleiner Mengen Harnstoff. Ich wur 
mit dieser Arbeit erst am Ende meiner Untersuchung bekannt. 

4 Wurde von ihm mit Hilfe des Hydrosulfits ausgefiihrt. 
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tischen Menge des Stickstoffs und soll entsprechend vergréBert sein. 
B ler Harnstoffbestimmung im Blute mit dem Mikroureometer des 


-o 


Verfassers betragt die Stickstoffausscheidung 100 bis 97°, der theoretischen 


Menge.) 
Wenn man eine Korrektur auf Sauerstoffausscheidung nicht anbringt 


r nicht beachtet, daB bei den von L. Ambard beschriebenen Bedingungen 
die Stickstoffmenge 90% der theoretischen betragt, bekommt man falsche 
Resultate. Wenn z. B. das frei gewordene Gas fiir einen reinen Stickstoff 
vehalten und dabei eine 10°%ige Zugabe fiir die unvollstandige Ausscheidung 


acht wurde, so erhielt der Verfasser bei dem Gehalt an Harnstoff von 
2,.0° und bei 


i6mg in der untersuchten Fliissigkeit einen Fehler von 
img Harnstoff + 11°, (s. Tabelle V). 

Umgekehrt, ohne Korrektur fiir O,-Bildung und fiir die Unvollkommen- 
heit der Stickstoffausscheidung, bekam der Verfasser bei einem Gehalt 
an Harnstoff von 16 mg einen Fehler von — 8% und bei 4 mg 2,0% 
(s dieselbe Tabelle). 

Man sieht aus dem Gesagten, daB die Resultate meiner Versuche 
der Stickstoffbestimmung und die Ambards — iiber die Harnstoff- 
bestimmung mittels Bromlauge — im wichtigsten zusammenfallen 
in dem Teile, wo die Rede von der O,-Ausscheidung bei der Reaktion 
ist, und der Notwendigkeit, Korrekturen fiir diese Ausscheidung an- 
zuwenden, die in einem gewissen Bezirk der Konzentrationen der 
untersuchten Substanz eine konstante GréBe darstellt. 

Bei den von mir beschriebenen Bedingungen ist die Stickstoff- 
ausscheidung vollkommen, sie betrigt 98,5 bis 99,5°, der theoretischen 
Menge. Ambard spricht nicht von dem EinfluB des Alters der Brom- 
lauge auf die Resultate der Bestimmung. 


Zusammenfassung. 


1. Bei den oben angedeuteten Bedingungen kann man, wenn fiir 
die Verbrennung 30%, H,O, gebraucht wird und als Nitrometer der 
Apparat von Borodin, eine Stickstoffbestimmung in kleinen Mengen 
von Blut und Harn ausfiihren; dabei ist der Fehler bei Stickstoff- 
konzentrationen von 30 bis 8 mg nicht héher als + 3.0%. 

2. Eine Bromlauge, die gestanden hat, gibt gréBere und besser 
iibereinstimmende Zahlen, als eine frisch bereitete. 

3. Bei héheren Stickstoffkonzentrationen ist der Fehler bei der 
Bestimmung meistenteils negativ, bei der Konzentrationsverminderung 
wird er — durch Null gehend — positiv und wichst rasch. 

4. Die Ursache dieser Erscheinung ist der Umstand, daB mit dem 
Stickstoff zusammen eine kleine Menge Sauerstoff ausgeschieden wird, 
die fir kleine Volumina des gebildeten Gases einen relativ groBen 
Fehler gibt. 

5. Nach der Sauerstoffabsorption durch Pyrogallol wird die wahre 
Menge des gebildeten Stickstoffs erhalten, welche zeigt, daB die Reaktion 
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des Ammoniaks mit der Bromlauge nicht quantitativ verlauft, sic js 
vollkommener mit der Bromlauge, die gestanden hat. 

6. Darum, um zuverliassige Zahlen zu erreichen, empfiehlt may 
eine Bromlauge zu gebrauchen, die 2 bis 5 Tage gestanden hat und 
filtriert ist', und fiir kleine und mittlere Volumina (1 bis 7 ccm) des 
ausgeschiedenen Gases soll man nach der Reaktion Pyrogallol cin. 
fiihren. (Der Fehler bei N-Konzentrationen von 30 bis 5mg N ist 
+1 bis 2,5%). Bei gréBeren Volumina ist der Fehler negativ und 
Pyrogalloleinfiihrung tiberfliissig. 

7. Bei genannten Bedingungen (fiir die Analyse 1 cem Harn oder 
0,3 ccm Blut genommen, nach der Verbrennung bis auf 30 cem verdiinnt 
oder 2cem Harn und 0,5 cem Blut bis auf 50 ccm) wird der Maximal. 
fehler fiir Harn + 2,5°, der mittlere + 1,0°, und fiir Blut-Maximal. 
fehler + 1,0°, und der mittlere + 0,5°%. 

8. Man soll aber nicht vergessen, daB die Zersetzung des Hypo- 
bromits von einer Reihe von Katalysatoren beschleunigt werden kann 
und seine Priifung mit Hilfe von Pyragallol dann nicht tiberfliissig wird. 

Zum Schlusse will ich hier meinen Dank dem Direktor der 
Abteilung, Prof. S. 8. Salaskin, und seinem Assistenten, P. A. Aschmarin, 
fiir das angebotene Thema, ebenso wie fiir zahlreiche Ratschlage und 
Hinweise, die mir wahrend der Arbeit gegeben wurden, aussprechen. 


1 Sie bleibt unveraéndert wahrend einer Woche, vielleicht auch langer 


wu 


Lis 
Wi 


ine 
wir 
nac 
Die 
Wi 


KOI 


Kli 
nie 
n | 
in 
tor 


Ke] 


loa 


ing 








nd 
we Uber die antiseptische Wirkung 
in- . 
; des Phenols und des p-Chlorphenols in Liésungsmitteln 
ist 
- verschiedener Dielektrizitatskonstante '. 
Von 

ss W. E. Engelhardt. 
nt 
al (Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
al. (Eingegangen am 27. September 1927.) 
10- In einer friiheren Arbeit von W. Hellenbrand und G. J oachimoglu® 
nn wurde fiir die antiseptische Wirkung des Sublimats in verschiedenen 
d. Lésungsmitteln folgende Arbeitshypothese aufgestellt: ,,Besteht 
er zwischen elektrolytischer Dissoziation und antiseptischer Wirkung 
mn, einer Sublimatlésung ein Parallelismus, d.h. steigt mit der elektro- 
ad ytischen Dissoziation die antiseptische Wirkung an, so darf das Sublimat 
n. n Lésungsmitteln niedriger Dielektrizitatskonstante, was (nach Nernst 

ind Thomson*) eine geringere Dissoziation bedingt, nicht antiseptisch 
T wirken.“* Es gelang, diese Hypothese experimentell zu stiitzen, indem 


nachgewiesen wurde, daB das Sublimat in Lésungsmitteln niederer 
Dielektrizitatskonstante (Chloroform, Benzol, Ather) keine ant iseptische 
Wirkung entfaltet, wahrend in Lésungsmitteln mit hoher Dielektrizitats- 
konstante (Nitrobenzol, Glycerin, Wasser) eine antiseptische Wirkung 
vorhanden ist. Den gleichen Beweis erbrachten Joachimoglu und 
Klissiunis* fiir das Quecksilberbromid (nur das Chloroform bildete 
hier eine Ausnahme) und Klissiunis® fiir das Cuprichlorid (allerdings 
in meist anderen Lésungsmitteln als in den vorher zitierten Arbeiten 
ind in der vorliegenden Arbeit verwandt wurden. Er fand Desinfek- 
tionswirkung in Wasser, Glykol, Methyl- und Athylalkohol, dagegen 
keine in Aceton, Propyl-, Isopropyl- und Isoamylalkohol.) 

Die folgenden Versuche habe ich auf Veranlassung von Prof. 
loachimoglu ausgefiihrt. Sie bilden eine Fortsetzung der oben 
ingefiihrten Arbeiten und beschaftigen sich mit der antiseptischen 


' Vorgetragen auf der 7. Tagung der Deutschen pharmakologischen 
Gesellschaft in Wiirzburg am 23. September 1927. 

* Hellenbrand und Joachimoglu, diese Zeitschr. 158, 131, 1924. 

* Nernst, Theoret. Chem., 8. Aufl., 1921, 8. 366. 

* Joachimoglu und Klissiunis, diese Zeitschr. 158, 142, 1924. 

’ Klissiunis, ebendaselbst 159, 107, 1925. 
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Wirkung des Phenols und des p-Chlorphenols in Lésungsmitteln y. 
schiedener Dielektrizitatskonstante. Ausgegangen wurde von der 
Uberlegung, daB bei einer Substanz, die wenig dissoziert (Carbolsi ur 
die Dielektrizitatskonstante des Lésungsmittels die antisept isch 
Wirkung nicht beeinflussen wird. 

Uber die Wirkung des Phenols in nichtwasserigen Lésungen liegey 
bisher in der Literatur wenig Angaben vor. Koch! machte Versuche mit 
1 bis 5°%igen Lésungen in Olivenél, welche er auf an Seidenfiiden ay 
getrocknete Milzbrandsporen mit vollkommen negativem Ergebnis ein. 
wirken lieB. Paul und Krénig* untersuchten Lésungen von 5% Pheno! 
in Methyl- und Athylalkohol, fanden aber eine starke Abnahme der Wirkung 
bei Steigerung des Alkoholgehalts. Minervi* machte Versuche an Bact 
prodigiosum mit 3%iger alkoholischer Phenollésung, fand aber auch kein 
Wirkungssteigerung, sondern eine Abnahme bei hodheren Alkoho! 
konzentrationen. Laplace’ beobachtete Zunahme der Desinfektionskrait 
des Phenols durch Séurezusatz, naiher untersucht wurden diese Verhaltniss: 
von Kuroda*, welcher ein genaues pg-Optimum fiir Phenol und einiy 
Homologen feststellte. Auch eine Wirkungssteigerung durch Salzzusatz 
(Heider®) ist bekannt. Eine Verminderung der Wirkung durch Glyceriy 
zusatz beobachteten auch Paul und Krénig (l.c.). Fret und Kruppsih 
fanden eine Steigerung der Wirkung durch Zusatz von Ather oder Chlorotorn 
dagegen Abnahme bei Zusatz von Alkohol oder Glycerin. 


Tabelle I. 
Dielektrizitatskonstanten der Lésungsmittel*. 








Losungsmittel a Lésungsmittel ——— 2 
a 80 Chloroform : i) 
a a 56 BS a we Aa? wae 4 
Nitrobenzol ...... 37 Xylol 2.4 
Ce ea mo 6 25 Benzol . De ee 2.3 
Dee he eS se 22 Tetrachlorkohlenstoff . 2.1 


Zu vorliegenden Versuchen wurden die in Tabelle | zusammen 
gestellten Lésungsmittel angewandt. Da man bei gewéhnlicher Ten 
peratur eine 5°%ige wiisserige Phenollésung leicht herstellen kann 
wurde diese Konzentration fiir die Versuche mit Milzbrandsporen 
gewahlt. Bei Staphylococcus aureus, dem zweiten Testobjekt, wurden 
1% ige Lésungen verwandt. DaB zwischen Phenol und dem jeweiligen 


Lésungsmittel nur physikalische Lésungsvorgange und keine chemischen 


Koch, Mitt. K. G. A. 1, 1881. 

Paul und Krénig, Zeitschr. f. Hyg. 25, 1, 1897. 

Minervi, ebendaselbst 29, 117, 1898. 

Laplace, Deutsch. med. Wochenschr. 1888, 8. 121. 

Kuroda, diese Zeitschr. 169, 281, 1926. 

Heider, Arch. f. Hyg. 15, 359, 1892. 

Frei und Kruppski, Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 2, 118, 1915 
Landoldt- Bornstein, Phys.-Chem., Tab. 1923. 
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Umsetzungen eine Rolle spielen, wurde auf zwei Arten gezeigt. Bei 
len niedrig siedenden Lésungsmitteln kristallisiert das Phenol beim 
Verdunsten bei Zimmertemperatur in Nadeln aus und konnte nach 
Procknung tiber konzentrierter Schwefelsaure durch Wagung quantitativ 
wiedergefunden werden. Aus allen Lésungen konnte durch mehrmaliges 
Ausschiitteln mit Wasser ein groBer Teil des Phenols wieder entfernt 
werden. Aus der wiasserigen Lésung wurde es dann durch Bromwasser 
gefallt. Das entstandene Tribromphenol zeigte nach Reinigung und 
Trocknung den Schmelzpunkt von 92° (Beilstein gibt fiir 2, 3, 5- 
Tribromphenol 91,5 bis 92,5° an), typische Léslichkeitsverhaltnisse und 
gab in wiasserig-alkoholischer Lésung mit Eisenchlorid einen typischen 
braunvioletten Niederschlag. Die direkte Fillung des Phenols aus 
Benzol, Ather, Chloroform usw. gelingt nicht, da das Tribromphenol 
sich in diesen Stoffen spielend lést. Man bekommt zuniachst eine Triibung 
in der wasserigen Schicht, beim Schiitteln tritt aber wieder Klaérung 
ein und Ubergang des Tribromphenols in die nichtwiisserige Schicht. 

Die Desinfektionsversuche wurden ausgefiihrt, indem eine <Auf- 
schwemmung der Bakterienkultur tiber Chlorkalk im Exsikkator an 
Glasperlen antrocknen gelassen wurde. Die infizierten Perlen kamen 
in die zu untersuchenden Lésungen. Als Kontrollen dienten Perlen, 
die in Wasser, wisseriger Phenollésung und reinem Lésungsmittel 
agen. Nach beendeter Einwirkung wurden die Perlen kurz in absolutem 
Alkohol und sterilem Wasser abgespiilt und mit fliissigem Agar von 40° 
auf Petrischalen gebracht. Navh 24stiindigem Wachstum im Brut- 
schrank bei 37° wurde die Dichte der entstandenen Kolonien beobachtet. 

Die Angaben tiber die Widerstandsfahigkeit von Milzbrandsporen 
gegen wiisserige Phenollésungen schwanken sehr. Schottelius' unter- 
suchte mehrere Stamme und fand eine Abtétungszeit bei Anwendung 
5°.iger Phenollésung zwischen 6 Stunden und 28 Tagen. Hammer* 
fand bei einem Stamm sogar eine Zeit von 45 Tagen. Zu vorliegenden 
Versuchen diente ein Stamm des hygienischen Instituts Berlin von 
mittlerer Resistenz. Einen Versuch iiber die Einwirkung der Lésung 
von 5% Phenol in den in Tabelle I aufgefiihrten Lésungsmitteln zeigt 
Tabelle I. 

Man sieht, daB das Phenol unabhangig von der Dielektrizitats- 
konstante des Mediums in verschiedenem MaBe antiseptisch wirkt 
Das Benzol zeigt eine Abweichung, insofern es ohne Phenolzusatz 
starker antiseptisch wirkt als ohne, eine Erscheinung, die Joachimoglu 
und Klissiunis (1. c.) bei der Lésung des Quecksilberbromids in Benzol 
ebenfalls schon beobachteten, ohne eine Erklarung geben zu kénnen. 


1 Schottelius, Arch. f. Hyg. 82, 76, 1914. 
2 Hammer, ebendaselbst 14, 116, 1892. 
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Tabelle II. Einwirkung von 5% igen Phenollésungen auf Milzbrandsy. 





Bawishungedeser in Stunden 





Lésung ——_——_———_—— 


0 1 2 “5 24 
Wasser ..... SPREE tte tet ttt ttl t+4++4+/4++4+- 
Phenol in Wasser. . ++++++4+4+/)4+4+4++4+ 44+ ++ 
Glycerin... ... FEE E EEE Tt t lt ttt ++++4+/+4 
Phenol in Glycerin . ++++4++++4+++4++ 444+ +4 
Nitrobenzol. . ... $tt+ttitttt+ +t+++/\+ +++ ++ 
Phenol in Nitrobenzol |++++++++/++++ +++ 4 
ge SEH et ttt ttt tit ttt+it+t+4 
Phenol in Alkohol. . +++4+.4+4+4+4/+4+44+ 4444+) ++ +4 
ee ee PH ttt tt tt tt ttt tit+-4+44 
Phenol in Aceton . . +++4+/+4+44 4444+ 444+) +4+ 
Chloroform. ... . $++++)4++4+4 +444 4444) +44 
Phenol in Chloroform ++++) +++ ++ ++ 4. 
ee ae ae Pee ++ rr ++ ++ 
Phenol in Ather . . ++++) +++ +4. 4. + 4 
oO ee ee Feit ttt ttt tit+ttt| +++ 
Phenol in Xylol. . . ++4+4+)4+4+4++44+44+4++4++ 44 44 
Bemedl. . 2. 2s +++4+) +++) +4 + + 
Phenol in Benzol . . ++++) +++ ++ fs oh + 


Tetrachlorkohlenstoff ++++ ++4+4+4+4+4+4 4444 +444 
Phenol in Tetrachlor- 


kohlenstoff ... . . if t$4+/+4+44/4+4+44/\4+4+4++4+) ++ 
++-++ = starkes Wachstum. — = Sterilitat. 


Tabelle III gibt einen Versuch wieder, in welchem die Resistenz 
des zur Anwendung kommenden Staphylokokkenstammes gegen wasserige 
Phenollésungen bestimmt wurde. Als geeignete Konzentration wurde 
fiir die folgenden Versuche 1% gewahlt. 


Tabelle I1I. 


Einwirkung von wisserigen Phenollésungen auf Staphylococcus aureus. 





Eiawiskengedaver i in Stunden 


Konzentration axes — Pts. <Saeee - - 
ee ++++ ++++ +++ +4 
A? +++ ++ + 
DR és a 6 eo e's +4 + ot - 
BOE 6 Wiaile 6 ae - — _ 


Tabelle IV zeigt die Einwirkung 1% iger Phenollésungen aui 
Staphylococcus aureus. Auch hier zeigt sich iiberall eine antiseptische 
Wirkung. Auch das Benzol macht diesmal keine Ausnahme. 

Tabelle V gibt die Versuchsergebnisse wieder, die man bei Fin 
wirkung 2% iger Lésungen von p-Chlorphenol auf Milzbrandsporen 
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erhalt. 2°, ist die Konzentration, die man bei wasserigen Chlorphen 


lésungen gut herstellen kann, und sie wurde aus diesem Grunde zy <; 
Versuchen gewahlt. 

Tabelle V. 
Einwirkung von p-Chlorphenol in 2% igen Lésungen auf Milzbrandspore 


— 





Einwirkungszeit in Stunden 


Lésung ae = gs. _ 
6 24 48 
Wasser ee ee + 
Chlorphenol in Wasser +--+ 
i a +--+ ++ 
Chlorphenol in Glycerin . . ++-4 
Nitrobenzol le ear ++++ 
Chlorphenol in Nitrobenzol . +++ 
OS ee ee rt 
Chlorphenol in Alkohol t- +. 
0 ++ 
Chlorphenol in Aceton + 
Chloroform ....... 
Chlorphenol in Chloroform . ++++ 
RY aaah ay eg Nga ts ++++ 
Chlorphenol in Ather. . . . ++-+-+ 
a ee + ++-4 
Chlorphenol in Xylol . . . . +++- 
Benzol se 2 +++ 


Chlorphenol in Benzol. 

Tetrachlorkohlenstoff ee 

Chlorphenol in  Tetrachlor- 
kohlenstoff . 

Man findet eine starke antiseptische Wirkung bei Wasser, Glyceri: 
und Nitrobenzol, dagegen keine bei den iibrigen Lésungsmitteln, ein 
Tatsache, die mit der eingangs erwahnten Hypothese gut iibereinstimm' 
Bei dem etwa 6 mal stirker als Phenol dissoziierten Chlorphenol mach 
sich der Einflu8 der Dielektrizitaétskonstante bereits wieder geltend 

Zu einem Versuche mit Staphylokokken wurde zunichst wiede: 
die Resistenz gegen wasserige Lisungen des p-Chlorphenols bestimm' 


(s. Tabelle V1). 

Tabelle VI. 

Einwirkung von wisserigen Lésungen von p-Chlorphenol auf Staphylo- 
coccus aureus. 





Einwirkungsdauer in Minuten 


Konzentration ——— 


O2%ig....... | +++ +++ ++ 
_.. aaa ddd me i 
1%ig oe “al aoe or ++ 

2%ig . i oil fat % Sar 
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Fiir den Hauptversuch mit Staphylococcus aureus, den Tabelle \{j 
wiedergibt, wurde eine Konzentration von 0,5% Chlorphenol gew a}; 

Auch hier findet man die gleichen Verhaltnisse wie bei dem Versyc), [spo 
mit Milzbrandsporen, d. h. eine antiseptische Wirkung in den Lisung. (Reni 


mitteln hoher Dielektrizitatskonstante. 


In Tabelle VIII sind die Versuchsergebnisse der Arbeiten yo, 





Joachimoglu und Hellenbrand, von Joachimoglu und Klissiunis yy “uel 
der vorliegenden Arbeit zusammengestellt, um den Zusammenhany ie 

zwischen der antiseptischen Wirkung mit der Dissoziation des [ex 
infiziens bzw. der Dielektrizitétskonstante des Solvens zu zeige) el 

Tabelle VIII. 
stot 
Abhangigkeit der Desinfektionswirkung von der Dissoziation des Desintfizie, a 
und von der Dielektrizitatskonstante des Solvens. ° 
Desinfiziens 
Sublimat Hg Br. Phenol p-Chlorphen 
Lésungsmittel D. Dissoziationskonstante 


k, = 28.10-7 | k, = 5,0.10-9 (250, » = 33] | 175". 8 =» 
ky =0,35.10-7* ky = 0,4. 10-9* & = 1,3,10-104 | S77 
ert 


Wasser... .:. ||80 
Glycerin . .. . | 56 - 
Nitrobenzol . . . 37 
Alkohol. ... . 25 
Aceton 22 
Chloroform 5 _ 
Ather 4 — 
Xylol . 2.4 
Benzol =, 2,3 - 
CC . . . . . . 2.0 
+ — Desinfektionswirkung, — — keine Desinfektionswirkung 


Zwischen Phenol und Parachlorphenol ist also ein Unterschie 
vorhanden, und zwar derart, da8 das relativ stark dissoziierte Para 
chlorphenol in Lésungsmitteln niederer Dielektrizitatskonstante kein 
antiseptische Wirkung zeigt, wahrend bei der Carbolsiure ein Einflu) 
der Dielektrizitatskonstante des Lésungsmittels nicht festzustelle: 
ist. Zur Erklarung dieses Verhaltens die Lipoidléslichkeit heranzuziehen 
wire nicht richtig, denn beide Stoffe, Carbolsiure und Parachlorpher 


sind stark lipoidléslich. 


* Gmelin, Kraut, Friedheim, Anorg. Chem. 6, 2. 


+ Landolt-Bérnstein, Phys.-chem. Tab., 1923. 
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e VI] Zusammenfassung. 


uhh Es wurde die antiseptische Wirkung des Phenols auf Milzbrand- 
such Jpsporen. und Staphylokokken in Lésungsmitteln verschiedener Dielek- 
-yizititskonstante untersucht und kein Zusammenhang zwischen dieser 
nd der antiseptischen Wirkung gefunden. 

2. In gleicher Weise wurde die Wirkung des p-Chlorphenols unter- 
«echt und hier eine antiseptische Wirkung nur in Lésungsmitteln hoher 


Po | ielektrizitatskonstante gefunden. 
Des 3. Die zweite Tatsache wurde in Analogie zu den Beobachtungen 
—_ vi Sublimat und Quecksilberbromid mit der starkeren Dissoziation 
i ies p-Chlorphenols gegeniiber dem Phenol in Beziehung gebracht. 
1. Die Hypothese, daB die antixeptische Wirkung dissoziierter 
stoffe von dem Grad ihrer Dissoziation und mithin von der Di- 
, ektrizitatskonstante des Mediums abhangt, erhalt durch vorstehende 
rsuche eine neue Stiitze. 
32 
hie 
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Die Verwirklichung der phytochemischen Reduktionen 
durch Bakterien. 
Von 
Carl Neuberg und Ernst Simon. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahle: 


Als phytochemische Reduktion haben wir den Vorgang bezeichne: 
bei dem Carbonyl-verbindungen (Aldehyde, Oxyaldehyde, Keto 
Oxyketone, Diketone, Chinone), Stickstoff-Sauerstoff-verbind unger 
(Nitro-, Nitroso-, Oximino-derivate), ferner Thioaldehyde, Disulfic) 


biochemisch reduziert werden. Bei diesem ProzeB entstehen primar 


oder sekundire Alkohole und Hydrochinone bzw. Amine, Mercaptan 
und dergleichen. Diese phytochemischen Reduktionen sind bisher : 

mittels Hefen bewerkstelligt worden, und zwar sowohl mit lebender 
Hefen als durch Hefenmazerationssafte. Nach unseren Feststelluny: 
wird der fiir die Reduktion erforderliche Wasserstoff am leichtester 
disponibel, wenn gleichzeitig eine Kohlenhydrat-zerlegung, eine [es 


molyse, ablauft. Im Prinzip handelt es sich dabei um die Konkurren 


des zugesetzten reduzierbaren Stoffes mit einem normalen Wasserstof! 
akzeptor, bei der aikoholischen Zuckerspaltung um den Wettbewert 


mit Acetaldehyd. Dementsprechend konnten in manchen Fiillen als 


ein Aquivalent fiir die stattgehabte phytochemische Reduktion wesen! 
liche Mengen Acetaldehyd bzw. Produkte seiner sekundiren Un 
wandlung in den betreffenden Ansatzen mit phytochemisch reduzierte! 
Substanzen nachgewiesen werden. 

Ersichtlicherweise ist die Erscheinung der phytochemischen fi 
duktion von allgemeinerer Bedeutung; denn sie offenbart, wie dure! 
einen desmolytischen Vorgang aktiver Wasserstoff fiir die ver 
schiedensten lebenswichtigen Reduktionsprozesse bereitgestellt werde 
kann. 

Es schien nun von Wichtigkeit, zu untersuchen, ob auch bei andere! 


Zellarten als bei Hefen die Fahigkeit zur Leistung phytochemischer 
Reduktionen nachgewiesen werden kann. Wir priiften zunachst das 


' C. Neuberg und E, Welde, diese Zeitschr. 60, 472, 1914. 
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um coli und das Bacterium lactis aerogenes. Diese Erreger 
bekanntlich als ein gasférmiges Stoffwechselprodukt elementaren 
\Waseorstoff; da man anzunehmen hat, daB dieser zuniachst als atomarer 
Wasserstoff gebildet wird, darf man von ihm sogar die Auslésung 
lerer Reduktionseffekte erwarten. Aubel und Genevois! meinen, 
daB dieser im biologischen Geschehen entwickelte Wasserstoff keine 
Reduktionswirkungen gegeniiber den normalen Stoffwechselprodukten 

Unsere Versuche, bei denen wir einer durch die Bakterien in Garung 

ersetzten Lésung von Traubenzucker reduzierbare Substrate hin- 
ifiigten, ergaben deren phytochemische Umwandlung: p-Xylochinon 
wurde in praktisch quantitativer Ausbeute zum p-Xylohydrochinon 
reduziert, Valeraldehyd in einer Ausbeute von 73%, zu Amylalkohol 
hydriert. Natriumthiosulfat lieferte Schwefelwasserstoff; aber zu 
mserer Uberraschung verlief diese Reduktion nur zu dem geringen 
Retrage von | bis 2°%,.' 

Schon seit langem ist bekannt, daB Farbstoffe, wie Thionin, 
Methylenblau usw., durch Bakterien entfarbt werden kénnen. Der 
\echanismus dieses Prozesses ist aber deshalb nicht einfach zu durch- 
chauen, weil sehr viele natiirlich vorkommende Verbindungen, wie 
vispielsweise Aminosiuren? und ant-Formen des Zuckers’, bei neutraler 
Reaktion Entfarbungen des Methylenblaus bewirken, die mit Stoffwechsel- 
prozessen nichts zu tun haben. Auch die Reduktion des Methylenblaus 
lurch das System Acetaldehyd + Phosphat + Glykokoll ist nicht an 
lie Beteiligung lebender Zellen oder Fermente gekniipft*. Ganz anders 
iegen die Verhiltnisse fiir die von uns gewahiten Stoffe. Wir zeigen, 
lab sie von den Bakterienleibern unter sonst gleichen Bedingungen 
nicht angegriffen werden. 

Die quantitative Umwandlung des p-Xylochinons lehrt ferner, daB 
die Reduktion tatsichlich eine ,,wahre‘‘ Hydrierung ist; ein Vorgang 
nach dem Schema der Dismutation ist zwischen zwei Chinon-molekiilen 
nicht méglich. Auch die Ausbeuten an Amylalkohol bei Verwendung 
les Valeraldehyds, die tiber eine 50°%ige Reduktion des Aldehyds 
hinausgehen, fiihren zu dem gleichen Ergebnis. Diese Tatsache ver- 
dient Beachtung, weil festgestelltermaBen das Bacterium coli stark 
lismutative Eigenschaften® zu entfalten vermag. 

' EB. Aubel und L. Genevois, C.r. 184, 1676, 1927. 

* F. Hasse, diese Zeitschr. 98, 159, 1919. 

’ H. J. Hamburger, ebendaselbst 128, 185, 1922. 

H. Haehn und A. Piilz, Chemie d. Zelle u. Gewebe 12, 65, 1925. 

° ©. Neuberg und G.Gorr, diese Zeitschr. 162, 490, 1925; C. Neuberg 

nd F. Windisch, ebendaselbst 166, 454, 1925. 
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Experimenteller Teil. 


Um die Fahigkeit zur Leistung der phytochemischen Reduktio, 
an Bakterien zu priifen, mu8 man sich der Miihe unterziehen, Massey 
ziichtungen vorzunehmen, da durch die Giftwirkung der zugesetzte; 
Substrate die in diinner Aussaat angewandten Mikroorganismen |eich; 
abgetétet werden. 

Zu den Versuchen benutzten wir folgende Nahrlésung: 

Pepton Witte 5,0 g, 
Magnesiumchlorid 0.5 g, 
Kaliumchlorid 0,1 g, 
Traubenzucker 50.0 g, 
Leitungswasser zu 1000 ccm. 

Die Coli-bakterien waren auf einem Gemisch gleicher eile vo 
Bierwiirze- und Fleischextrakt-Agar geziichtet. Das Gewicht der 
auf der Zentrifuge in ausgekochten Metallbechern abgeschleuderte: 
und mit sterilem Leitungswasser gut gewaschenen Bakterien betruy 
in den einzelnen Versuchen 12 bis 15g. Diese Bakterienmenge wurc: 
in der dreimal sterilisierten Nahrlésung suspendiert, die zwecks Ab 
stumpfung sich entwickelnder Saéuren mit 30g keimfreien Calciun 
carbonats versetzt war. Das Gemenge befand sich in einem 3-Liter. 
Jenaer Kolben unter QuécksilberverschluB. Bei der erheblichen Bak 
terienaussaat setzte bereits nach kurzer Zeit eine kraftige Garung ei 


1. Versuch mit p-Xylochinon. 


Nachdem das Bakterien-Nahrstoff-gemisch 12 Stunden bei 37 
belassen war, wurde eine Lisung von 2.0¢ p-Xylochinon in 30 « 
absolutem Alkohol mittels eines Tropftrichters anteilweise hinz 
gegeben. Beim Hinzufiigen wurde darauf geachtet, daB die Garuny 
nicht in Stillstand geriet. Die restlichen Anteile lieBen wir erst nac! 
20 bzw. 36 Stunden zuflieBen. Nach Stagiger Aufbewahrung in 
Brutschrank war die Girung noch nicht vollstandig zu End: 
kommen, der Chinongeruch war jedoch verschwunden. 

Die Aufarbeitung erfolgte in ahnlicher Weise, wie wir sie friiher 
fiir die phytochemische Reduktion dieses Kérpers durch Hefe! !x 
schrieben haben. Zu diesem Zweck wurde das Gemisch abzentrifugier' 
Der Bakterienriickstand wurde der Wasserdampfdestillation unter 
worfen, wobei keine Spur von Chinon mehr tiberging. Die gleich 
Prozedur mit einem aliquoten Teil des Zentrifugates zeigte ebentfall- 
an, daB die Reduktion zum Hydrochinon vollstandig war. 


' C. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 171, 256, 1926. 








der 


Ther 


urce 
Ab 

jun 

ler. 


Bak 





Phytochemische Reduktionen durch Bakterien. 229 


ie Hauptmenge des Zentrifugates wurde mehrmals ausgeithert 
nd die atherische Lésung iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem 


Abdampfen des Athers wurde der Riickstand in eine Kristallisierschale 
ibergefiihrt, wobei das p-Xylohydrochinon direkt auskristallisierte. 
ie Ausbeute der im Exsikkator tiber Phosphorpentoxyd getrockneten 


Substanz betrug, auf den Gesamtansatz berechnet, 1,835 ¢. Nach dem 
Umkristallisieren aus Wasser unter Zusatz von etwas Tierkohle wurde 
lie Verbindung in rein weiBen Kristallen von Schmelzpunkt 212° er- 
halten, der dem p-Xylohydrochinon zukommt. 


Kontrolle. 


Zur Kontrolle wurde das oben erwihnte Gemenge von Bakterien 
nd zuckerhaltiger Nahrlésung | Stunde auf dem Baboblech gekocht 
nd nach dem Abkihlen mit 2,0 g p-Xylochinon in 30 ccm absolutem 
\lkohol versetzt. Die Aufarbeitung erfolgte gleichzeitig mit dem Haupt- 
ersuch in folgender Weise: Der Ansatz wurde zentrifugiert, der Riick- 
sand mit Wasserdampf behandelt und die Spur iibergegangenen, im 
Bakterienschlamm absorbiert gewesenen Chinons zum Zentrifugat 
hinzugefiigt. Dieses wurde mehrmals ausgeathert ; die rein gelbe atherische 
Lisung, die sich schon durch ihre Eigenfarbung von der des Haupt- 
ersuchs unterschied, wurde tiber Natriumsulfat getrocknet und der 
wh dem Verjagen des Athers erhaltene Riickstand in eine Kristallisier- 
whale gebracht. Die Menge der getrockneten, den typischen Chinon- 
veruch aufweisenden Kristalle, betrug 1.813 g. Nach dem Umkristalli- 
‘ieren aus heiBem Wasser mit etwas Tierkohle lag der Schmelzpunkt 
bei 123°. 
Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Reduktion des p- 
\ylochinons zum p-Xylohydrochinon kein von den Ingredienzien auf 
rin chemischem Wege herbeigefiihrter Vorgang ist. 


2. Versuche mit Isovaleraldehyd. 


In drei Kolben, die eine Suspension der Coli-bakterien in der oben 
rwahnten Nahrlésung enthielten, wurde eine Lésung von je 2 g (2,5 ecm) 
lsovaleraldehyd“ in 7.5cem absolutem Alkohol langsam eingelassen. 
Nie Zugabe erfolgte tropfenweise nach 15 und 45 Stunden. Falls die 

(irung nach einiger Zeit zum Stillstand kam, wurden 20g Zucker 
in 150 cem Wasser unter sterilen Bedingungen zugesetzt. Nach 18 Tagen 
wurde die Aufarbeitung vorgenommen. Die Ansitze wurden mit Wasser- 
dampf destilliert und in der tiblichen Weise! anreichernd destilliert. 
dur Entfernung etwa noch vorhandenen Valeraldehyds wurde die auf 


' C. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 174, 452; 179, 443, 1926. 
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70 cem eingeengte Lésung mit festem Natriumbisulfit gesattigt — |)j, 
Fliissigkeit wurde dann fiinfmal ausgeathert und die atherische |osuy, 
iiber gegliihtem Natriumsulfat getrocknet. Nach Verdampfen de. 
Athers am Birektifikator wurde der Riickstand fraktioniert. Bei 9% 
ging eine hauptsichlich Athylalkohol enthaltende Fraktion iiber. | diese; 
Anteil wurde nochmals iiber Bariumoxyd scharf getrocknet und de 
Weingeist am Birektifikator abgetrieben. Der mit wasserfreiem \the; 
herausgespiilte Riickstand wurde erneut tiber Natriumsulfat getrockne: 
Bei der Destillation wurden 1,8 ccm einer bei 127 bis 128° siedende; 
stark nach Amylalkohol riechenden Fraktion erhalten. > 





Der iiberhalb 80° siedende Teil des atherischen Auszuges besa 
einen esterartigen Geruch. Dieser Anteil, der jedenfalls Ester ent hie): 
wurde daher 2 Stunden am RiickfluBkiihler mit 25°,iger Natronlauy 
im siedenden Kochsalzbade verseift; der Geruch nach Amylalkol: 
war nunmehr unverkennbar. Nach der Wasserdampfdestillation wurd 
das Destillat angereichert, mit den zuvor erhaltenen 1,8 cem vereiniy' 
und in einem fein graduierten MeBgefaB mit Kaliumcarbonat ausgesalze) 
Es schieden sich 5,6 ccm Amylalkohol ab, der durch den Siedepunk: 
charakterisiert wurde; er wies optische Aktivitét auf, da das Au 
gangsmaterial, der ,,lsovaleraldehyd"‘, etwas aktives Isomeres en 
halten hatte. Die Menge entspricht 4,48 g Amylalkohol oder 73 
Da die nach der Dismutation theoretisch mégliche Ausbeute an Amy 
alkohol 3g ausmacht, so ist erwiesen, daB der groBe Mehrertray « 


Amylalkohol auf phytochemische Reduktion zuriickzufiihren ist 


3. Versuch mit Natriumthiosul/at. 


Zu diesem Versuch wurde das Bacterium lactis aerogenes 
gewendet, von dem die erforderliche groBe Menge ebenso geziichtet 
war. Die Anordnung entsprach der eben geschilderten und ahnelte in 
iibrigen der von Neuberg und Welde! bei Hefeversuchen benutzte: 
Nach dem Einsetzen kraftiger Garung wurden 5g Na,S,O, + 5 H,!) 
in 100cem H,O der Bakteriensuspension zugesetzt. Als Vorlage: 
dienten drei Gaswaschflaschen, die 5g AgNO, in 150cem H,0 ent 
hielten. Wahrend des Versuches wurde mehrmals Kohlensaure dure! 
das System geleitet. Nach 3 Tagen wurde das in der ersten Vorlay: 
abgeschiedene Schwefelsilber abfiltriert, mit Wasser und Alkoho 
gewaschen und getrocknet. Erhalten wurden 0,0797 g Ag,S, in einen 
zweiten Versuch 0,1760g Ag,S. Diese Mengen entsprechen einer 
Umwandlung von 1 bzw. 2 %, des zugesetzten Thiosulfats in Schwefe 


wasserstoff. 


1 C, Neuberg und E. Welde, diese Zeitschr. 67, 111, 1914. 
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Kontrollen. 

Die in der Nahrlésung suspendierten Bakterien wurden wahrend 
| Stunde auf dem Baboblech gekocht. Nach dem Erkalten erfolgte 
jusatz von 5g Thiosulfat. Bei Abbruch des Versuches war in den 

en keine Spur von Schwefelsilber festzustellen. 

Ein gleicher Ansatz mit Bakterien, jedoch ohne Beifiigung 

m Natriumthiosulfat, ergab ebenfalls keine Bildung von Schwefel- 
.ilber in den Vorlagen. 

\ie im Hauptversuch beobachtete Bildung von Schwefelwasserstoff 

si somit, wenn auch der Betrag gering ist, doch als biochemischer 


ProzeB anzusehen. 

















Uber die enzymatische Abspaltung von Methylalkohol aus Pektiy 
durch ein Ferment des Tabaks. 





Von 





Carl Neuberg und Maria Kobel. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dah| 


Von den Substanzen, die durch Hydrolyse Methylalkohol abspalt, 
kénnen, kommen drei Gruppen im Tabak vor: Methylalkohol-este, 
Methoxyl-ather und N-Methyl-verbindungen. 

Leicht zerlegbar sind von den genannten Verbindungen die Methy 
ester. Wir haben vor Jahresfrist gezeigt!, daB estermaBig gebundener 
Methylalkohol im Tabakblatt vorhanden ist, und zwar in Gestalt einer 
bis dahin nicht beachteten Verbindung, des Tabakpektins. Diese For 
des gebundenen Methylalkohols spielt bei der Uberfiihrung der 
pfliickten Tabakblatter in die rauchfahigen Produkte eine Rolle. Wir 
haben naimlich gefunden, daB durch den als Fermentation bezeichnete: 
ProzeB der Tabak-zubereitung der urspriinglich etwa 10°/). von «i 
Trockensubstanz betragende Gehalt an esterférmigem Methoxy! bei 
der Vergirung abnimmt. Die fertigen Zigarrentabake enthalten etwas 
nur den zehnten Teil, d.h. 1°/o9, waihrend die anders behandelte: 
Zigarettentabake eine:. etwa 5- bis 7mal sv hohen Gehalt an Methy! 
alkohol der gleichen Bindungsform aufweisen, namlich 5 bis 7°/ 9. Dir 
Pfeifentabak-sorten nehmen je nach ihrer Mischung eine mittler 
Stellung ein. 

Das Interesse fiir diesen Gehalt an locker gebundenem Methy 
alkohol stieg durch die Beobachtung von Neuberg und Ottenstein®, dai 
beim Rauchakt der im Zigarren-, Zigaretten- und Pfeifentabak vei 
bliebene Methylalkohol nur etwa zur Hilfte verbrennt, wihrend «er 
andere Teil mit dem Tabakrauch entweicht und in der Mundhéhle des 
Rauchers zuriickgehalten wird, weil er sich im Speichel sofort auflést* 

Wir haben friiher mitgeteilt, daB beim Stehen eines Breies frischer 
Tabakblatter Athylalkohol und Acetaldehyd auftreten, die als Vu 










1 C. Neuberg und M. Kobel, Naturwissensch. 14, 1182, 1926; cles 
Zeitschr. 179, 459, 1926. 

2 C. Neuberg und B. Ottenstein, diese Zeitschr. 188, 217, 1927. 

3 Die neuerdings auftauchende Behauptung, daB dem Nicotin keu 
Schuld an der Giftwirkung des Tabaks beizumessen sei, findet sic! 
keiner Verdéffentlichung des hiesigen Instituts. 
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sprodukte des Zuckers aufzufassen sind. Wir haben auch schon 
s Methylalkohol neben Weingeist nachgewiesen, ohne mit Be- 
itheit seinen Bildungsmechanismus angeben zu kénnen. 


stl 


Kine genauere Verfolgung dieses eigentiimlichen Vorkommens 
verhiltnismaBig groBer Mengen freien Methylalkohols in Mazeraten 
ler Tabakblatter hat nun zu folgenden Feststellungen cefiihrt 

Bei Verarbeitung frisch gepfliickter Tabakblatter unter Bedingungen, 
die eine sofortige Unterbrechung der Enzymtatigkeit verbiirgen, findet 
man lediglich minimale Spuren scheinbar priformierten Holzgeistes. 
Sind die Blatter vor Inaktivierung der Enzyme auch nur gemahlen, so 
veniigt diese Zeit, um wesentliche Mengen Methylalkohol in Freiheit 
zu setzen. Leitet man eine richtige Autolyse ein, so werden nach den 
bisher vorliegenden Feststellungen 60°, des locker gebundenen Holz- 
seistes frei. Wir miissen annehmen, daB die Muttersubstanz dieses 
leicht abspaltbaren Methylalkohols ein pektinahnlicher Bestandteil des 
Tabakblattes ist. Die genauen Angaben iiber die Autolyse sollen spater 
folyen, und sie werden eine Erganzung erfahren miissen durch Isolierung 
eines definierten Tabak-pektins, iiber dessen Existenz aber schon heute 
kaum ein Zweifel obwalten kann. 

Ersichtlich liegen die Verhaltnisse so, dab ein im Tabakblatt 
anwesendes Enzym, Pektase, wie wir schon friiher anzunehmen ge- 
zwungen waren, auf das Tabakpektin verseifeid wirkt und Methyl- 
alkohol in Freiheit setzt. Wir zeigen im folgenden, daB tatsachlich ein 
solehes Ferment im Tabak vorkommt, und zwar ist es von aubet- 
ordentlicher Wirkungsstirke. Bevor wir mit reinem Tabakpektin 
arbeiten kénnen, haben wir als Substrat ein anderes definiertes Pektin 
benutzt, und zwar das aus dem Albedo der Citronenschale bereitete. 
Dieses kann man nach einer Vorschrift von R. Sucharipa' bequem 
gewinnen. 

Den fermenthaltigen Saft der Tabakblatter bereitet man, indem 
man den frischen Blatterbrei auspreBt und den Saft mit Chloroform 
zur Klarung 24 Stunden stehen laBt. Man kann ihn nach Filtration 
direkt verwenden; man kann aber auch aus diesem Saft durch Fillung 
mit Alkohol das Ferment in festem Zustande ausfillen und nach Wieder- 
auflésung in etwas reinerer Form benutzen. Fiir die von uns verfoigten 
Zwecke der Methylalkohol-abspaltung ist diese Reinigung jedoch nicht 
notig. 

Das Tabakferment wirkt auf Citronenpektin koagulierend und 
ist demnach als Pektase zu bezeichnen. Die Koagulation vollzicht 
sich mit auBerordentlicher Schnelligkeit. Die besten bisher beobachteten 


' BR. Sucharipa, Die Pektinstoffe. Braunschweig 1925. 











234 C. Neuberg u. M. Kobe!: 


Pektasen sind aie der Kartoffel- und Kleeblatter!. Nach Angabey yo; 
Bertrand und Mallévre bringt der aus diesen Materialien geworner 
Fermentsaft das gleiche Volumen einer 2 %igen Pektinlésung in we pigey 
als einer Minute zur Gerinnung. Wir haben zum Vergleich mit unserey 
Tabakferment einen Auszug aus Kartoffelblittern hergestell uy, 
konstatiert, daB seine Wirksamkeit ia bezug auf die Koagulation yo, 
Citronenpektin gleich ist. Die Leiden Enzyme verschiedener Herkunf: 
wirkten auf die 0,4 %ige Lésung des Citronenpektins in 45 Sekunde; 
gelatinierend. Diese Gerinnung tritt bei der natiirlichen Wasserstofi 
ionenkonzentration des Saftes von py = etwa 5,5 ein. Nach Herstelluny 
eines ganz neutralen Milieus bleibt die Koagulationszeit unverandert 
Nach der sauren oder alkalischen Seite findet eine Hemmung stat: 
Wir zitieren in diesem Zusammenhange die Beobachtung von v. Fuk 
und Svanberg?, nach der fiir die Gerinnung von Johannisbeersaft 
der Pektin wie Pektase enthalt, ein py von 4,3 optimal ist. Hier 
erfolgt die Koagulation schnellstens in einer halben Stunde, meistens 
nach sehr viel langerer Zeit, wihrend, wie gesagt, unser Tabakfermen: 
schon innerhalb 45 Sekunden ein Koagulum erzeugt (s. S. 237 u. 238 
Bertrand und Mallévre*, denen man wichtige Beobachtungen iiber dij 
Pektase verdankt, haben einen Zusatz léslicher Erdalkalisalze empfohlen 
Es scheint auch beim Tabakferment die Hinzufiigung von Calcium- uni 
Magnesiumchlorid die Abscheidung eines dickeren Koagulums aus sehr 
verdiinnten (0,2 %igen) Pektin-lésungen zu beférdern, wenn man durch 
gleichzeitige Beigabe von Calciumcarbonat ein neutrales Milieu erhal 
Nun hat Th. von Fellenberg* bereits darauf hingewiesen, daB sowoh 
durch die Wirkung der Pektase als der Pektinase, d h. der Pektin 
koagulierenden und weiter abbauenden Fermente, Holzgeist in Freiheit 
gesetzt wird; wenigstens hat er in qualitativen Versuchen gezeig' 
daB mit der Pektasewirkung eine Abspaltung von Holzgeist einhergeht 

Wir finden, daB der Koagulationsvorgang, der bei Einwirkung 
von Tabakferment auf Citronenpektin sich vollzieht, von einer fast 
totalen Methylalkohol-abspaltung begleitet ist. 80 bis 90% des im 
Pektin vorhandenen Methoxyls werden in weniger als einer Stuncd 
frei. Nach dem Kochen wirkt das Tabakferment nicht mehr auf 
Pektin ein. 

Somit kann ein tabakeigenes Ferment fiir die Abspaltung von 
Methylalkohol aus Pektin wohl verantwortlich gemacht werden. Wenn 
trotzdem beim Trocknen der ganzen Tabakblatter, wie wir friiher ge 
funden haben, die Hauptmenge des Pektin-methoxyls erhalten bleibt 


' G@. Bertrand und A. Maillévre, C. r. 121, 726, 1895. 

2? H.v. Euler und O. Svanberg, diese Zeitschr. 100, 271, 1919. 
3G. Bertrand und A, Mallévre, C. r. 119, 1013, 1894. 

* Th. v. Fellenberg, diese Zeitschr. 85, 118, 1918. 
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n Teil selbst den VergirungsprozeB tiberdauert, so liegt dies 
-heinlich daraa, daB bei der schnellen Wasserentziehung das Enzym 
Zeit zur Entfaltung seiner Wirkungsfahigkeit findet ; namentlich 
aber fehlt wohl bei der Trocknung unverletzter Blatter die innige Be- 
riihrung von Ferment und Substrat. 


une 


wal! 


I. Darstellung der Ausgangsmaterialien. 
1. Pektin. 

las Citronenpektin wurde aus dem Albedo des Perikarps von 
(itronen gewonnen. Nach einer Vorschrift von Sucharipa (1. c.) wird die 
velbe Slhaltige AuBenschicht der Citronen griindlich entfernt, dann das 
Albedo abgeschalt und in kleine Stiicke zerhackt. 500g dieses Aus- 
vangsmaterials werden mit 2 Liter destilliertem lauwarmen Wasser 
iibergossen und iiber Nacht stehengelassen. Am niachsten Tage wird 
durch ein Tuch filtriert und das Ausziehen mit lauwarmem Wasser noch 
einmal wiederholt. Auf diese Weise wird das nur in geringer Menge 
vorhandene lésliche Pektin extrahiert!. Die Hauptmenge des Pektins 
bleibt als unlésliches Protopektin im Riickstande und wird erst durch 
Hydrolyse in die lésliche Form (Hydrato-pektin) tibergefiihrt. Um das 
zu erreichen, wird der Riickstand des Kaltwasserauszuges mit 3 Liter 
siedendem destillierten Wasser tibergossen und 4 Stunde gekocht. 
Nach Filtration durch ein Tuch wird die Auskochung in gleicher Weise 
noch 2mal wiederholt?. Die so erhaltenen Pektinlésungen werden im 
Faust-Heimschen Verdunstungskasten auf etwa ein Drittel bis ein 
Viertel eingeengt und mit dem vierfachen Volumen absoluten Alkohols 
gefailt; nach dem Absaugen wird an der Luft getrocknet. Ausbeute 
19g lufttrockenes Pektin. 

2. Pektaselésungen. 

2 kg frisch gepfliickter entrippter Tabakblatter werden gemahlen und 
ausgepreBt. Man erhalt so etwa | Liter PreBsaft, der mit 50 ccm Chloro- 
form gut durchgeschiittelt und 24 Stunden in einer dunklen Flasche 
aufbewahrt wird. Beim Stehen scheidet sich ein dickes Koagulum ab, 
das durch Filtration leicht entfernt werden kann. Das klare Filtrat 
betragt dann etwa 800 ccm; es enthalt das Ferment Pektase in sehr 
wirksamer Form und wurde fiir die im folgenden beschriebenen Ver- 
suche meist direkt verwendet. Nur zu einigen Koagulationsversuchen 
wurde eine weitere Reinigung durch Fallung des Ferments mit Alkohol 
vorgenommen. 


' Betr. der Chemie der Pektinkérper verweisen wir auf die Mitteilungen 
von v. Fellenberg (l.c.) und die von F. Ehrlich und Mitarbeitern, diese 
Zeitschr. 168, 263; 169, 13, 1926. 

2 Ein langeres Kochen ist méglichst zu vermeiden, da sonst ein weiterer 
Abbau des Pektins verbunden mit Methylalkoholabspaltung stattfindet. 
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Zu diesem Zweck werden 400 ccm des Saftes mit 800 com 90° jvey 
Alkohols versetzt. Der entstehende flockige Niederschlag wird «\\,,.) 
Zentrifugieren abgetrennt und auf Ton getrocknet. Das so gewornen, 


Fermentpulver wird in 133 cem destillierten Wassers (= ein Dritte! de 


urspriinglich verwendeten Saftvolumens) eingetragen, '. Stunde y: 
schiittelt und nach Stehen iiber Nacht durch Zentrifugieren von wy 
léslichen Bestandteilen getrennt. So erhalt man eine klare, etwas reiner 
wirksame Fermentlésung. 


Il. Nachweis der Pektase. 
1. Koagulation von Citronenpektin. 

Die Koagulationsversuche wurden mit frischen Fermentpriiparate) 
aus je zwei verschiedenen Zigarrentabaken (Geudertheimer, Wongkony 
und Zigarettentabaken (Peruschtitza, groBblattrig, und XanthiOwa. kei) 
blattrig) ausgefiihrt, und zwar wurden sowohl rohe als reine Ferme 
lésungen verwendet. Das py-Optimum der Fermentwirkung wur 
durch Variation der Wasserstoffionen-konzentration ermittelt. [i 
zu diesem Zweck zugefiigten Saiure- bzw. Laugemengen sind aus de 
Tabellen ersichtlich. Die Citronenpektinlésung war 0,4 ig. 


Tabelle I. 


Koagulation durch Saft von frischem ,,Geudertheimer Tabak 





+ Angewandte 


Zusammensetzung Pu Angewandte com 0,4°/;iger Koagulationsze: 
‘ des Saftes des Sattes ccm Satt Citronenpektins 
‘ losuny Minuter 

Saft ohne Zusatz. . . 5,49 1 1 I 
LO cem Saft + 0.5 cem 

| ae 3,98 1 1 15), 
1Necem Saft + 0,5 cem 

Seer 3,94 1 13), 
10 cem Saft + 0,5 cem 

2 ee 8,10 1 1 2"), 


Tale lle Il. 


Koagulation durch gereinigte Fermentlésung von frischem ,,Geudertheine! 





Tabak. 
Zusammensetzung der Pu Augen ate eites Koagulationszeit 
Fermentlésung aa ae bag ESTEROR Citronenpektins 
osung artis losuny Minuter 

Ferment] sung ohne 

a 5.94 1 1 3 
10cem Fermentljsung 

+O05cem n HCl. . 4.53 1 1 31), 
19ceem Ferment] sung 

+0,5cem 2n HCl. 3,96 ] 1 4 


19ceem Fermentlésung 
+0,2cem n NaOH 9.06 1 1 8 











- 
+ 
= 
f 
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T abe lle lll. 





igen Koagulation durch Saft von frischem ,,.Wongkong**-Tabak. 
irc} —— 
Angewandte _ 

nen¢ sammensetzung Pu Angewandte com 0,4°/ciger Koagulationszeit 
} des Saftes des Sattes com Satt Citronenpektins 
I (les losung Minuten 

D Saft ne Zusatz. .. 5.56 1 1 1 

Saft + 0.5 cem 

here ’ n HCl. “to i 4,42 l 1 2 


Tabelle IV. 


dation durch gereinigte Fermentlésung von frischem .,Wongkong*- 














N 
Tabak. 
f . Angewandte : 
7usammensetzung der Pu naggonas com 0,4° piger Koagulationszeit 
my Fermentlésung on Sea a on Citronenpektin- 
ely ae a losung Minuten 
ermentlosung ohne 
ince Zuestza . . ‘ 6.0% l l 3 
Dit Tabelle V. 
| | . . + . er 
- Koagulation dureh Saft von frischem ,,Peruschtitza’*-Tabak. 
Angewandte — » 
Zusammensetzung Pu Angewandte cem 0,4°/oger Koagulationszeit 
des Sattes des Saftes com Saft Citronenpektin- y 
lésung Minuten 
. 
{ 5.36 1 l M4 
uit ohne Zusatz . or 
- ‘ i¢ Z l Zz | 5.36 1, 1 1 
«m Saft + O.5c¢em | 4.46 1 1 1 
n HCl | 4.46 MN, l 11), 
mm Saft + 0.5 cem | 4.01 l l 1! 4 
2n HCl { 4.01 Ms 1 13/, 
leem Saft + 0,5 cem | 7,46 1 l 1'/, 
n NaOH | 7,46 My ! 2 
Tabelle VI. 
Koagulation durch gereinigte Fermentlésung von frischem ,,Peruschtitza*- 
Tabak. 
I Angewandte : 
Zusammensetzung der Pu —) com 0,4°/ciger Koagulationszeit 
Fermentlésung der Ferment: we * | Citronenpektin- 
= losung a losung Minuten 
e " 
ermentlisung ohne 
Zusatz . a eT 5,56 1 l 1'/, 
cm Fermentlésung 
+05cem n HCl. . 4.45 1 | 2 
leem Fermentl jsung 
0.5cem 2n HCl . 3.89 l ] 2), 
“cm Fermentl sung 
+02 cemn NaOH . 8,52 1 l 3 


cm Fermentlosung 
+05ceem n NaOH 10,60 | 1 25 
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Tabelle Vil. WKoagulation durch Saft von frischem ,,Xanthi Owa 


i 








. Angewandte 
Zusammensetzung Pu Angewandte com 0,4°/oiger  Koagulat 
des Saftes des Saftes com Saft Citronenpektins zeit in Miny: 
losung 
Saft ohne Zusatz - - 9,00 i l ‘ 
| 5,56 9 1 ! 
10cem Saft + 0,5 ¢em |{ 4,45 1 l 
n HCl | 4,45 Ms 1 | 
1O0cem Saft + 0,5 cem { 3,88 | l 1?), 
2n HCl | 3,88 1, 3 
Tabelle VIIT. Woagulation durch gereinigte Fermentlésung von frisi 
.Nanthi Owa*-Tabak. 
Angewandte Coagulet 
Zusammensetzung Pu Angeweadte cem 0,4°/oiger Range ~ 
; ee der Ferment: ccm . on 
der Fermentlésung - Fermentifouns Citronenpektins 
losung sd lésung Minuter 
Fermentlésung | 5.86 { i 11), 


ohne Zusatz | 


2. Abspaltung von Methylalkohol aus Citronenpektin. 


Die durch die Pektase des Tabaksaftes verursachte Abspaltuny 
des Methylalkohols aus Citronenpektin haben wir dadurch nachgewiese) 
daB wir Saft (s. S. 235) aus frischem Wongkong-Tabak bei 37° auf ei) 
0.2 “ige Citronenpektinlésung einwirken lieBen, die enzymatische Titi: 
keit zu bestimmten Zeiten unterbrachen und den frei gewordenen Met} 


alkohol wie den esterartig gebundenen bestimmten 


Zur Verhinderwy 


des Bakterienwachstums wurden der Saft und die Pektinlésung mit 
Chloroform gesattigt.. Dic Inaktivierung der Fermente erfolgte dure! 
kurzes Aufkochen (1 bis 2 Minuten) der Reaktionsgemische unter Zusat: 


von 0,5 g Calciumcarbonat am RiickfluBkiihler. 


Dann wurde sofor 


abgekiihlt, der Kiihler gut durchgespiilt und das Gemisch quantita: 
in einen Claisenkolben iibergefiihrt. Die gesamte Fliissigkeit wur: 
im Vakuum bei 30 bis 35° abdestifliert!. In iiblicher Weise wurde dam 
das Destillat anreichernd konzentriert und der Methylalkohol kol 
Yer nicht abgespalten 
Pektin-Methylalkohol wurde in dem nach der Vakuumdestillatic: 
verbliebenen Riickstande durch Verseifung in Freiheit gesetzt und nac! 
Abdestillation mit Wasserdampf und Anreicherung nach der gleiche’ 
Methode quantitativ ermittelt. Die Verseifung des Riickstandes gescha! 
durch Zufiigen von 60 ccm heiBen Wassers, kurzes Erhitzen | 
3 Minuten) im siedenden Wasserbade und Zusatz von 30 cem 10°. iver 


rimetrisch nach v. Fellenberg (|. c.) bestimmt. 


» 


his 


1 Diese vorsichtige Art der Destillation erwies sich als nétig, da \ 
bei langerem Sieden unter gewéhnlichem Druck eine partielle Hydrolys 
des Pektins unter Abspaltung von Methylalkohol feststellen konnten 
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'otwa 12 Stunden gut verschlossen stehen. 


Methylalkohol d. ein Ferment d. Tabaks 


239 


' Nai nlauge. Nach kraftigem Umschiitteln blieb das Reaktionsgemisch 
Dann wurden 15 cem 20 vol.- 





Schwefelsiure zugefiigt und im Dampfstrom 200 ccm iiber- 
( 
lestilliert. 
Tabelle 1X. 
Met alkoholabspaltung aus 0,2 °,iger Pektinlésung durch Saft aus frischer 
.. Wongkong**-Tabak. 
, > sc Einwirkungs- Fermentativ Rest-Pektin- 
m 0,2°/yige cm 
itr ue frischer zeit abgespaltener = methylalkohol Anmerkung 
Tabaksaft Methylalkohol 
sung Stunden mg mg 
Ww 15 I 7,74 
»”) 15 6 7,18 
yw 15 24 6,31 1,33 
) 25 1 6,60 om 
0 25 6 6,11 1,47 
y) 25 24 5,26 1,47 
OD 1 1.40 0.54 Zur Verdin: 
- ' ¢ nung wurden je 
wv © 1,83 eae {100ccm Wasser 
50 24 1,88 0,53 zugesetzt 


Ob die Abnahme an abgespaltenem Methylalkohol auf mechanischen 
Verlusten (es wurde in den ersten Versuchsreihen, Tabelle IX und X, in 
uit Korkstopfen verschlossenen GefaiBen gearbeitet) oder Wirkung eines 
Oxydase, beruht, muB noch naher 


inderen 
intersucht 


Fermentes, 


werden. 


vielleicht 


emer 


Tabe lle X. 





Kinwirkung von gekochtem Tabaksaft auf 0.2°,ige Pektinlosung. 
0 . 7 . Rest-Pektin- 
pha. a Einwitkungszeit Methylelkoho! methylalkohol 
losung abeksaft Stunden mg mg 

aD 15 1 0,37 10,25 
»O 15 6 0,36 10,30 
DO 15 24 0,70 10.30 
50 25 1 0,90 10,35 
50 25 6 0,76 10,32 
50 25 24 0,64 10,35 
— 50 sofort destilliert 1,49 0.56 


* Das ist wahrend der Saftbereitung aus Tabakpektin abgespaltener Methylalkohol 


Tabelle 


XI. 


Gesamtmethylalkoholbestimmung nach Verseifung mit Nat ronlauge 





0,2°/oige Citronen- 


pektinlésung 
com 
5) 


50 


ccm 


Frischer Tabaksaft 


Gesamtmethy!- 
alkohol 


nach Verseifung 


mg 


9,27 
9,43 
2,42 
2,28 
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Tabelle X11. 
Methylalkoholabspaltung aus 0,2 °,iger Pektinlésung durch Saft ! aus f: 
» Wongkong*-Tabak mit und ohne Zusatz yon Calcium-Magnesiw 
und Calciumcarbonat. 





" Frischer Ein: Fermentativ abs 
0,2°/oige Citronens | Tabak. wirkungs- gespaltener Rest-Pekt 
pektinlésung salt Zusatz zeit Methylalkobol | ™ety 
ecm ccm Stunden mg 
100 25 l 13,88 4.5 
l 0,2 cem 10° olge 
‘i CaCl, Mg Cl,- 
) > he 2~ {} - 
1X 25 Licune De | l 14.3 4.14 
CaCO. 
100 25 24 16,33 2.34 
be 2cecm 10° Ci, | 
100 25} CaCh, MgCl 24 16,93 24 
| Li — + O05¢ 
aCOs 
100 50 24 15,80 2,9 


Tabelle XIII. 
Gesamtimethylalkoholgehalt der fiir die Versuche der Tabellen \ 
verwendeten Ausgangsmaterialien. 





Gesamtmethyl- 


0,2°/oige Cit ‘ . T : 
Or rlécann” “Fischer Tabaksaft alkohol! 


pektinlésung nach Verseitung 
ccm com mg 
100 50 22.10 
100 25 20,80 
An 2.26 
25 1.13 


1 Fiir die Versuche der Tabellen XTT und XIIL wurde ein 


’ Saftfertigung verwendet. 
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Einige neue Laboratoriumsapparate. 
Von 
Hans J. Fuchs. 
(Aus dem Institut ,,August von Wassermann", Berlin.) 
(Eingegangen am 12. September 1927.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


|. Destillationsapparat zur Herstellung von reinstem, sterilem, destilliertem 
Wasser. 

Der Apparat hat folgende Konstruktionseinzelheiten, die sowohl 
mbedingt zuverlissig sind als auch durch ihren verhaltnismaBig ge- 
ringen Anschaffungspreis und ihre sehr einfache Bedienung hervor- 
ragen 

Die gesamte Apparatur besteht aus Jenaer Gerateglas vonSchott und 
Genossen. Dieses hat sich mir schon friiher bei der von mir konstruierten 
Mikrokjeldahlapparatur! als unbedingt zuverlassig fiir Nichtabgabe 
von Alkali nach langerem einmaligen Auskochen erwiesen. Siamtliche 
in der Apparatur befindlichen Verbindungen sind luftdicht und be- 
weglich, ohne daB Gummi oder andere organische Substanzen dabei 
verwendet wurden. I’adurch wird gleichzeitig die Qualitat ebenso wie 
die Sterilitat des destillierten Wassers und das Fernhalten der Kohlen- 
siure der Luft gesichert. Der Kochkolben K — ein Zweiliter-Erlen- 
meyerkolben aus Geriiteglas trigt seitlich unten am Boden das 
Zulaufrohr Z. In dieses hangt das schrage Rohrende des Scheide- 
trichters, der zur automatischen Regelung des Wasserspiegels im Koch- 
kolben mit Wasser gefiillt ist. Er tragt einen eingeschliffenen Stopfen 
in der Einfiilléffnung, einen eingeschliffenen Hahn unter der Auftreibung 
und faBt zwei Liter. An der Offnung des Kochkolbens sind zwei um- 
einander liegende Rohre angeschmolzen, zwischen die das rohrférmige 
Ende der an dem einen Ende des Kugelkiihlers D angeschmolzenen 
Hopkinskugel H zu liegen kommt. Durch Einfillen von etwas Wasser 


! H. J. Fuchs, diese Zeitschr. 176, 32, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 190. 16 
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(in der Abb. 1 gestrichelt gezeichnet) ist die gelenkige Verbinduny 
dampf- und luftdicht verschlossen. 

Die Hopkinskugel, die das MitreiBen von Wasserteilchen 
hindert, setzt sich — wie erwaihnt — in den Kugelkiihler fort, der schriy 
nach unten zu der mit eingeschliffenem Heber He versehenen 5-Lite; 
oder 10-Liter-Flasche aus Geriiteglas fiihrt. Das Ende des aus de) 












































Le 


Abb. 1. 


Kugelkiihler heraustretenden Glasrohres tragt eine ahnliche Versch|u! 
sicherung, wie sie an der Hopkinskugel beschrieben. Nur ist dies 
durch einen weiteren Rohrmantel nochmals gesichert. Dieser trig! 
nach auBen ein U-férmiges Ansatzstiick, in dem Chlorcaleium und 
Watte die zutretende Luft von Bakterien und Kohlensiure befreit 
Das Rohr ist so angebracht, daB kein Wasserdampf hineinkommen 
kann. Das aus dem Kiihler herausflieBende destillierte Wasser fliebt 

wie aus der Abbildung ersichtlich — in die Sammelflasche, aus der es 
nach Belieben jederzeit mittels des Hebers entnommen werden kann 


Der volle Scheidetrichter fiillt wahrend der Destillation ohn 
Offnen der Apparatur jederzeit Wasser nach; dieses erfolgt vollkommen 
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atisch! Der am Stativ in einem offenen Ring haingende Scheide- 
trichter gibt sofort Wasser in die Kochflasche ab, wenn in dieser und 
damit auch indem Zuleitungsrohr Z der Wasserspiegel so weit gesunken 
ist, daB das schrage Ende des Scheidetrichterrohres frei liegt. Dann 
steigzt in dem Rohr Luft nach oben in den Scheidetrichter und laBt 
eine entsprechende Menge Wasser aus dem Scheidetrichter heraus- 
flieben. Sobald der Wasserspiegel das Rohrende wieder bedeckt, hért 
las ZuflieBen automatisch auf. Ist der Wasservorrat des Scheide- 
trichters erschépft, so hangt man ihn vorsichtig durch leichtes Anheben 
us dem Haltering aus, schlieBt den unteren Hahn, éffnet den oberen 
Stopfen und fillt ihn fast ganz mit frischem Wasser voll; schlieBt 
lann den oberen Stopfen, hangt den Trichter wieder ein in den Ring 
vie vorher und 6ffnet den unteren Hahn: damit ist ohne Unterbrechung 
der Destillation der Wasservorrat erneuert. Ebenso, wie man immer 
wieder Wasser ohne Stérung der Destillation erginzen kann, kann 
man auch jederzeit mittels des Hebers Wasser aus der Flasche R ent- 
nehmen. Dabei erhaélt man immer das am Boden der Flasche befind- 
iche kiithle Wasser wahrend der Destillation. 

Ist das System einmal sorgfaltig ausgekocht und sterilisiert, so 
kann es dauernd im Gebrauch bleiben, ohne daB Verschmutzungen 
méglich sind. Das Wasser im Kochkolben wird am besten mit etwas 
reinster Phosphorsaure und reinstem Kaliumpermanganat versetzt, 
etwaiges StoBen wird durch Zugabe eines Teeléffels von Talkum ein 
fiir allemal verhindert. Der mit starker Flamme direkt erhitzte Koch- 
kolben halt — wie alle aus Geriteglas angefertigten Glasapparate 
jahrelang, ohne zu entglasen. Die Menge der Destillation schwankt 
je nach Starke der Erhitzung — zwischen '% und 2 Liter pro Stunde. 

Elektrometrische Messungen vom px des destillierten Wassers 
ergaben 7,01 bis 6,99 bei Destillation mit Kaliumpermanganat , Phosphor- 
sure und Talkum. 


Sterilitatspriifungen nach wochenlangem Stehen der Apparatur 
ohne Erhitztwerden lie8 keine bakteriellen Verunreinigungen feststellen. 


2. Stalagmometer. 

Das Traubesche Stalagmometer gibt mit Aqua dest. eine Tropfen- 
zahl, die sich nur gering von der mit geséttigter Tributyrinlésung er- 
haltenen unterscheidet. Dabei spielt — wie Untersuchungen ergaben 
die ausflieBende Fliissigkeitsmenge nur eine geringe Rolle. Um so 
gréBer ist der vollkommen unberiicksichtigte Fehler der Adhasion bei 
der Trawbeschen Apparatur: An der verhaltnismaBig sehr groben 
plan geschliffenen Abtropfflache des Stalagmometers ist die Adhasion 
der ausflieBenden Fliissigkeit im Verhaltnis zur Oberflachenspannung 


16* 
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des daran entstehenden Tropfens sehr groB. Er variiert natiirlic4) }, 
verschiedenen Fliissigkeiten; der dabei entstehende groBe Feh|y 
bleibt unberiicksichtigt. Da diese Adhasion nicht véllig auszuschalte, 
ist, sollte sie wenigstens méglichst verkleinert werden. Dieses ha}, 
ich beriicksichtigt und auBerdem auf Einhaltung genauer Temperaty 
Wert gelegt. Infolgedessen gibt einerseits diese Konstruktion sehy 
genau tibereinstimmende Werte bei Parallelbestimmungen, andererseit. 
ist die Tropfenzahldifferenz zwischen z. B. Aqua dest. und gesattigte, 
Tributyrinlésung mehr als viermal so grof. \ 

sie bei einem T'raubeschen Stalagmometer y, 

gleichem Fassungsvermégen ist. 

Die Einzelheiten sind folgende (Abb. 2 

Das Stalagmometer besteht aus einer Kapillar 
die in der Mitte eine kugelférmige Erweiteruy 
trigt. Oberhalb und unterhalb dieser Kugel is 
die Kapillare in gleicher Weise wie das Traubesch 
Stalagmometer graduiert, um genaues Tropfen 
ablesungsvermégen zu erreichen. 

Das untere Ende der Kapillare ist konis 
geschliffen: der Schliff Sch paBt gasdicht in de 
Gegenschliff des SammelgefiBes S. Unterhal! 
des Schliffes endet die Kapillare ganz spitz au 
S gezogen glatt, um der austretenden Fliissigkei 























moéglichst geringe Adhisionsfliche zu bieten. 1) 
Tropfen sammeln sith dann in dem herzférmigen 


Abb. 2 SammelgefaB. Dieses dient dazu, das Stalagn 
meter gefiillt in ein Wasserbad von bestimmt: 
Temperatur zu versenken. Das Stalagmometer trigt zu diese 
Zwecke einen kleinen Hahn, den man nach Temperaturausgleich éffnet 
; Uber diesem wird noch zur Regulierung der Tropfgeschwindigkeit ein 


Kapillare von verschiedener lichter Weite eingeschliffen aufgesetz' 
Zum Reinigen dient ein ebenda aufzusetzendes etwas weiteres Glasrolu 
mit dem das Stalagmometer zum Durchspiilen mit Wasser, Alkoho 
und Ather an die Wasserstrahlpumpe angeschlossen werden kann 
auBerdem kann man dieses Aufsatzstiick zum Fiillen des Stalagmometer- 
mit der auf Oberflachenspannung zu untersuchenden Fliissigkeit mitte!s 
schwach ziehender Wasserstrahlpumpe verwenden. 


Zum Gebrauch setzt man auf das sorgfiltig gereinigte Stalag 
mometer das weite, an den Schlauch der Wasserstrahlpumpe an 
geschlossene Ansaugstiick oben auf, stellt die Wasserstrahlpumy 
auf schwaches Saugen ein, éffnet den Hahn unterhalb des Aufsatz 
stiickes vorsichtig und saugt die zu untersuchende Fliissigkeit langsan 
im Stalagmometer hoch, bis die obere Ringmarke iiberschritten is 
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hie St dann rasch den Hahn und trennt den Apparat von dem Aufsatz- 
¢ji-k. das man wiahrend der Arbeit am Vakuumschlauch belaBt. Nach 


refaltigstem Trockenwischen des spitzen Stalagmometerendes mit 


reinem, weichem Tuch steckt man den Apparat in das SammelgefaB 
nd versenkt ihn dann in ein Wasserbad von gewiinschter Temperatur 
\Vahrend der 10 Minuten oder mehr Wartezeit setzt man auf das obere 
Ende die gewiinschte Tropfgeschwindigkeitskapillare auf. Dann éffnet 
n den Hahn, beobachtet den Stand des Fliissigkeitsmeniskus beim 
\bfall des ersten Tropfens und zahlit die weiteren Tropfen genau so wie 
vim Traubeschen Apparat. Nach Beendigung hebt man die Apparatur 
dem Wasserbad, nimmt zuerst die Tropfgeschwindigkeitskapillare 
ib. die unbedingt vor Feuchtigkeit oder Schmutz behiitet werden muB, 
trennt die Verbindung zwischen SammelgefiB und Stalagmometer, 
setzt letzterem das am Vakuumschlauch befestigte weite Ansatzstiick 
wf und saugt — wie bereits gesagt reinigende Fliissigkeit durch 
Diese Konstruktion, die sich in vielen Versuchen durchaus bewahrt 
hat', erméglicht, recht geringe Unterschiede der Oberflichenspannung 
on Fliissigkeiten fehlerfrei festzustellen 


3. Apparat zur gleichmiBigen Gasdurchperlung mehrerer Flissigkeiten in . 
gleicher Menge und zu gleicher Zeit. 

Um mehrere Fliissigkeiten gleichzeitig und gleichmaBig mit Gas 
zu durchperlen, wurden bisher komplizierte Instrumente verwendet. 
Da das entwickelte Gas das Bestreben hat, dort auszutreten, wo ihm 
der geringste Widerstand entgegensteht, 
ist es unméglich, aus einer Gasquell 
mehrere Fliissigkeiten enthaltende GefaBe 
gleichzeitig und gleichmaBig ohne zwang- 
laufige Verteilung zu durchstrémen. Das 
einfachste Prinzip der zwangmaBigen Ver- 
teilung, ein rotierender Hahn. wurde hier 
verwendet. 

Der AuBenmantel des glasernen Ver- 
tellerhahnes (Abbildung 3) triagt ein 
Zufiihrungsrohr Z, das mit einem im 





AuBenmantel befindlichen kreisférmigen Abb. 3 
Kanal R wahrend der gesamten Um- 
drehung dauvernd in Verbindung steht. Auberdem sind an dem 


AuBenmantel in einer anderen gemeinsamen Ebene vier oder mehr 
Ableitungsrohre angeschmolzen, die bis auf zwei Stiick simtlich mit 
Haihnen H versehen sind. 





1 v. Falkenhausen, diese Zeitschr. 185, 336, 1927. 
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Das Innenstiick des Verteilerhahnes ist nicht massiv, s ' 
hohl. Es tragt in sich zunachst ein zweimal rechtwinklig gebour 
Rohr M, das die beiden Ebenen von Zuleitungsrohr und Ableitiny 
rohren miteinander verbindet. Gegeniiber diesem Rohr tragt . 


Loch L. An dem einen geschlossenen Ende des Innenstiickes, da 
in ein massives Glasstiick fortsetzt, ist mittels aufgekittetem M 
gewinde die abnehmbare Holzantriebsscheibe Sch befestigt. Aut 
anderen offenen Ende, das aus dem AuBenmantel noch ein Stiick | 
vorragt, sitzt locker eine Metallscheibe 2, eine Druckfeder F uni , el 
aufgeschraubtes Endstiick V, das ein Abgleiten der Feder verhinde; 
Durch die Feder wird das Innenstiick des Hahnes stets leicht in « 
Mantel hineingedriickt. 

Zum Gebrauch fiillt man das gesamte Innenstiick mit dickfliissiyy 
Vaseline und verschlieBt die Offnung mit dem Korkstopfen K. |) 
Fettverteilung in hauchdiinner Schicht geschieht durch das Loch | 
automatisch in geeignetem Mae. Die Gaszufiihrung wird an Z. « 
Gasableitung fiir die einzelnen GefaBe an A und weiteren dieser Ansat: 
stiicke mit Schlauch befestigt. Der Hahn wird in einer Stati 
klemme stabil eingeklemmt (am besten mit wagerechter Liangsachis: 
und durch einen Motor mit dem Wunsch entsprechender Tourenzal 
in Umdrehung versetzt. Dabei wird das Gaszufiihrungsrohr Z zwang ; 
laufig mit den einzelnen Ableitungsrohren wahrend jeder Umdre! 


verbunden. Ableitungsrohre, die nicht benutzt werden, werden mitt ul 
daran befindlicher Hahne verschlossen. 7 
a 

Dieser aus Glas gefertigte Verteilerhahn arbeitet tagelang, ohn j 

der Wartung zu bediirfen. de 
Samtliche beschriebenen Apparate fertigt die Glasblaserei \ K 
Alois Schmidt, Breslau, Schuhbriicke 42, an. . 
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Uber 
eine rationelle Charakterisierung der Fette mittels Kennzahlen. 


Von 
Ph. Bamberger. 
Aus der Universitats-Kinderklinik Greifswald. 


(Eingeqangen am 11. Juli 1927.) 


Die Kennzahlen sind ein bequemes Mittel, um Fette nach ihren 
chemischen Eigenschaften zu charaterisieren. 


Die wichtigsten sind die folgenden: 

1. Der Sduregrad, d.i. die Anzahl der Kubikzentimeter n Alkalilauge, 
lie zur Neutralisation der freien Fettsiuren in 100 g¢ Substanz nétig sind. 
le 2. Die Versetjungszahl, sie gibt die Milligramme Kaliumhydroxyd an, die 
zur Verseifung von | g Fett erforderlich sind. 3. Die Reichert-Meissl sche 
und Polenskesche Zahl. Die Reichert-Meissische Zahl gibt die Kubik- 
rntimeter n/10 KOH an, welche zur Neutralisation der aus 5g Fett unter 
bestimmten Bedingungen abdestillierten, fliichtigen, wasserléslichen Fett 
D siuren erforderlich sind. Die Polenskesche Zahl, ebenso die zur Neutralisation 
der abdestillierten, fliichtigen, in Wasser unléslichen Fettséuren nétigen 
Kubikzentimeter n/10 KOH. 4. Die Jodzahl. Sie gibt an, wieviel Halogen, 
wusgedriickt in Prozenten Jod, ein Fett oder eine Fettsiéure aufnehmen kann. 


Die Kennzahlen waren urspriinglich verwendet, um, wie ihr Name 
sagt, an Hand von Standardwerten oder Tabellen ein Urteil tiber 
Herkunft und Reinheit eines Fettes oder Oles zu erhalten. Ihre haupt- 
sichlichste Anwendung lag deshalb auf dem Gebiete der Technologie 
der Fette. Konkrete Folgerungen iiber die molekulare Zusammen- 
setzung des untersuchten Materials wurden nicht gezogen. Das Interesse 
der Technik war erschépft mit der Feststellung, ob das untersuchte 
Material den als nétig erkannten Forderungen der Analyse gerecht 


wurde oder nicht. 

Dies andert sich jedoch, wenn man die Fette von anderen Ge- 
sichtspunkten aus betrachtet. Wenn vom biologischen Standpunkt 
aus die Zusammensetzung etwa in Hinsicht auf Fettabbau und Fett- 
aufbau interessiert. Man kann sich dann nicht mehr mit einem kleinen 
Ausschnitt, mit einem einzigen Vergleichspunkt begniigen, man mu8 
ein méglichst vollstandiges und tibersichtliches Bild von Art und re- 
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lativer Menge der Komponenten eines Fettes haben. Dazu sind <j. 
Kennzahlen in ihrer jetzigen Form nicht fahig. So kann man z. B. ans 
der Verseifungszahl durchaus keinen eindeutigen SchluB auf das Mok 

kulargewicht der Fettsaiuren ziehen, wenn man nicht die beiden andere) 
beeinflussenden Faktoren, namlich den Gehalt an Unverseifbarey 
und an Mono- und Diglyceriden zahlenmaBig kennt. Ferner zeigt ei) 
Blick auf die eingangs angefiihrten Definitionen der Kennzahlen. da\ 
jede derselben in einer anderen Einheit gerechnet wird. Diese ko 

ventionellen Einheiten haben tiberdies nicht nur untereinander, sonde) 

auch mit den in der organischen Chemie als praktisch eingebiirgert: 

RechnungsgréBen einen so losen und uniibersichtlichen Zusammenhany 
daB eine klare Vorstellung der molekularen Zusammensetzung cine: 
Fettes nur schlecht vermittelt wird. 

Wenn man auch bis jetzt diese Einheiten beibehalten hat, so wurd 
doch bald das Unerquickliche dieser Lage gefiihit und es sind Ansiity 
zu dessen Beseitigung vorhanden. So wurde statt des Siuregrades 
von Kéttstorfer die Siurezahl eingefiihrt, die in der gleichen Einheit 
gezahlt wird wie die Verseifungszahl. Man hat auch, um den Zusamme: 
hang mit der iibrigen Chemie herzustellen, die Saurezahl in Prozente: 
an Olsiure oder Schwefelsiureanhydrid angegeben. Es ist aber ohn 
weiteres ersichtlich, daB diese willkiirliche Bezugnahme auf eine 
liebige Fettsaiure oder gar auf eine anorganische Saure kein Bild de: 
Zusammensetzung des Fettes ergeben kann. 

Der Versuch Allens, statt der Verseifungszahl das Verseifungsaquivalen 
einzufiihren, das ist die Fettmenge, die durch ein Mol KOH verseift wird, 
hat den Kernpunkt der Sache nicht getroffen, denn damit ist eine new 
Einheit eingefiihrt, und nicht einmal eine, die mehr aussagt oder anschau 
licher wire als die alte. 

Dagegen kann eine ganz einfache Umformung, die weder etwas 
prasumiert, noch prajudiziert, die Sachlage mit einem Schlage andern 
Wir brauchen nur die Kennzahlen, die sich ja alle nur auf Fettsiuren 
beziehen, in einer einzigen Einheit auszudriicken, und zwar in einer 
die zugleich den Zusammenhang mit der organischen Chemie ve! 
mittelt, und dann die einzelnen Komponenten mit der Gesamtzal! 
der Fettséuren zu vergleichen. 

Zu diesem Zweck miissen wir vorerst feststellen, wieviel Millimo! 
Fettsauren insgesamt (frei oder verestert) in 1 g Fett vorhanden sind 
Diese Zah] ist natiirlich gleich der Anzahl der zur Verseifung verbrauchten 
Kubikzentimeter n KOH (da die Verseifungszahl bestimmt wird 
durch Titration mit n oder n/2 KOH und H,80,, so ist die Zah! 
ohne weitere Rechnung ablesbar). Man hat sofort eine bestimmte 
Vorstellung, wenn man weiB, daB 1 g Fett insgesarit-a Milliitiol Fett. 
sduren enthalt; ganz genau wie man eine bestimmte Vorstellung hat 


Alte 
Kennzahlen 


Mil 


Pr 
tua! 
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set 


man 
die ¢ 
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ner n Saure, nimlich daB 1 Liter 1 Aquivalent einer beliebigen 
Siure enthalt, und man (cum grano salis) gar nicht zu wissen braucht, 
ob HCl oder H,SO,, oder Essigsiure, oder gar ein Gemisch von ver- 
.chiedenen Sauren vorliegt, die zusammen eben gerade die Normalitat 


ysmachen. Und in unserem Falle enthalt 1 g Fett a Millimol H, also 


Millimol Fettsiuren der allgemeinen Formel R—COOH, wobei R 
ede beliebige Zusammensetzung haben kann. 





Damit ist fast alles getan. Man braucht nur ebenso zu verfahren 
bei den anderen Kennzahlen, d.h. man mu8 nur angeben, wieviel 
Kubikzentimeter n NaOH zur Neutralisation der freien Fettsiuren 
nl g Fett nétig sind, um die Millimole freier Fettsiuren in 1 g Fett 
zu erhalten. Dies ware die neue Saiurezahl. Ganz ebenso geschieht es 
mit der Reichert-Meissischen und Polenskeschen Zahl. Die Jodzah| 
umn genau in der gleichen Weise angegeben werden, d.h., man gibt 
len Verbrauch an 2n Jodlésung in Kubikzentimeter an (2n, weil 
, jede Doppelbindung 2 Jod addiert) und hat damit die Anzahl der 
Doppelbindungen in derselben Einheit ausgedriickt wie die anderen 


Ke nnzahlen. 











Fluchtige Fluchtige 
Verseifuny Neutralisation wasserlésliche wasserunlésliche Jodbindung 
Sauren Sauren 
r ubst . . . ~ 
own ‘ | 6.92 cem 0.69 cem 6.22 eem 4.49 com 14.52 cem 
; hte | n/2 KOH n10 KOH n10 KOH n/10 KOH n/10J-Losung 
rauchte 
\nsatz far 
lie alten -a9 og ar mo =a -99 & a Ff 14.52 . 00,0127 
Fae 6.92 . 28.95 0.69 . 5.61 6.22.5 4.49 5 100 
ablen 
& ( Name} Verseif.-Zahl Saurezahl R.-M.-Zahl Pol.-Zahl Jodzahl 
23) Wert 149mg KOH 3,87 mg KOH 31,1 cem 22.5 cem Is.6¢ Jod 
<e pro 1g Fett pro lg Fett n/10 KOH n KOH pro 10) ¢ ! 
Z pro 5g Fett pro 5g Fett Fett ‘ 
. ' 
Neue 
Kenn- 3.46 0.069 0.622 0.449 0.727 
zahlen 
Das be- 
deutet: Gesamt- Freie Fl. wasserl. Fl. unldsl. Ungesattigte* 
Millimol Fettsauren Fettsauren Fettsiuren Fettsauren Fettsauren 
n lg Fett 
Prozen- 
vale Zu- 100 20 18.0 13.1 216 


vammen- j 
setzung 


* Hierbei ist allerdings die stillschweigende Voraussetzung gemacht, daB keine Sauren mit 
mehr als einer Doppelbindung vorhanden sind. Exakter, aber auch weniger enschaulich kann 
man diesen Wert bezeichnen mit .Doppelbindungen*; diese kann man natirlich ebensogut aut 
die Gesamtheit der Carboxylgruppen, also der Fettsduren beziehen. 
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Jetzt, da alle diese Werte in der gleichen Einheit angegeben sing 
kann man auch sofort ein Bild iiber die molekulare Zusammensetzuny 
gewinnen, wenn man alle Kennzahlen auf die Hauptkennzahl bezich): 
d.h. auf die Verseifungszahl, die ja die Gesamtmenge an Fettsii 
in 1 g Substanz angibt. Die Tabelle zeigt das und zugleich dix 
einfachte Berechnung gegeniiber den alten Kennzahlen. 

Diese Berechnungsmethode wurde in einem gréBeren Stoffwechs: 
versuch an wachsenden Tieren zum ersten Male angewandt. Daly 
hat sich gezeigt, daB sich diese Umformung der Kennzahlen recht 
fertigt und bewahrt: Mit ihrer Hilfe konnte ein klares Bild tiber 
Beteiligung der charakteristischen Fettsiuren am Aufbau von Org 


fetten gewonnen werden. 
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Eine Methode 
der quantitativen Bestimmung tierischer Organfette. 


Von 
Philipp Bamberger. 
Aus der Universitats-Kinderklinik Greifswald 


(Eingegangen am 11. Juli 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text 


Im Rahmen eines Stoffwechselversuchs, den Degkwitz und seine 
\itarbeiter in der Monatsschrift fiir Kinderheilkunde vor 2 Jahren 
m Auszug veréffentlichten (1) und dessen Gesamtveréffentlichung 

der Zeitschrift fiir Kinderheilkunde 1927 erfolgt, hatte ich die 
\ufgabe, das Kérperfett der Versuchstiere qualitativ und quantitativ 
ui untersuchen. Dabei hat sich herausgestellt, daB keine der bisherigen 
Methoden der Fettbestimmung das leistet, was man im biologischen 
Versuch verlangen muB8: Quantitative Isolierung des Fettes ohne 
Verunreinigungen bei Wahrung seiner Integritat. 

Ich habe nun eine Methode zur Isolierung des Fettes aus den 
Organen ausgearbeitet und konnte im Laufe des Degkwitzschen Versuchs 
n Hand einer groBen Zahl von gut stimmenden Doppelanalysen fest- 
stellen, daB die Methode die notwendige Genauigkeit besitzt. Die 
Methode soll beschrieben und begriindet werden. 


I. Allgemeines iiber die Fetthbestimmung in tieriseheon Orcanen. 


Die tiblichen Methoden der Fettbestimmung in tierischen Organen 
sind im wesentlichen die Modifikationen zweier verschiedener Prin- 
tipien (2). 

Das eine, altere Prinzip ist die Extraktion des getrockneten Organs 
it verschiedenen Fettlésungsmitteln. Bei allen Methoden dieser Art ist 
as Bestreben vorherrschend, das Maximum an Extrahierbarem, also an 
poidléslichen Substanzen festzustellen. Dieses Ziel sollte erreicht werden 
tels durch Wahl eines besonders guten Lésungsmittels (wobei vor allem 
er hochsiedende Alkohol Vorteile vor den iibrigen Mitteln zu bieten schien), 
tells durch Aufschlu8 der Zelle, mit Hilfe von Pepsin oder durch Zerkochen 


HCl. 
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Das andere Prinzip ist dic Isolierung der gesamten Fettsau: 
sie von v. Liebermann und Székely (3) sowie von Kumagawa and s 
ausgearbeitet wurde. 

Kumagawa und Suto (4) haben darauf hingewiesen, das man 1 
Methoden des ersten Prinzips (Extraktion) bei der Bemiihung, eine my 
groBe Ausbeute zu erzielen, dies auf Kosten der Reinheit des Mate: 
und trotzdem noch eine gréBere oder geringere Menge an Fett nicht 
bestimmt. So ergaben nach AKumagawa von denjenigen Extrak: 
methoden, die in héchstem Ansehen stehen, die Alkoholextrakt 
Rosefield 17 bis 46°, zuviel, und die Extraktion mit Ather und P.-\; 
von Soxhlet und Voit 10°, zuwenig. 

Die Ursache des MiBerfolges ist einmal darin zu suchen, dab dix 
lésungsmittel besonders in Gegenwart von Lipoiden noch ander 
fettartige Substanzen aufnehmen, die das Resultat enorm falschen k: 
P.-Atherextrakt ist nach Kumagawa noch am meisten von diesem | 
frei. Ferner wird ein Teil des Fettes durch EiweiBumbhiillung vor ¢ 
Zutritt des Extraktionsmittels geschiitzt und entzieht sich so de) 
stimmung. Dieses Fett wird vor allem das der arbeitenden Zelle s« 
nicht das Depotfett. Aber gerade die Zusammensetzung dieses Zell! 
interessiert ja vom biologischen Standpunkt aus. Also ist ein Fe 
dieser Hinsicht besonders irrefiihrend. Man kann die Ausbeute bei 
Methode durch Intensitait des Pulverisierens bedeutend erhdéhen | 
Fehler wird jedoch nie gleich Null werden. Diese letzten, von Eiwei 
gehiillten Reste an Fettsubstanz suchte Nerking durch Zerkoche: 
Organpulvers mit HCl zu erhalten (5). Wenn auch HCl die Triglye 
nicht wesentlich angreift, so ist doch eine Hydrolyse der Phosphatic 
iubrigen Lipoide de Zelle unvermeidlich. Andere, Pjliiges und Dorin jt t 
sowie Glikin (7), haben den Organbrei mit Pepsin und Salzséure verd 
um die EiweiBhiille zu entfernen und nachher durch Extraktion den R 
an Fett zuerhalten. Nach Kumagawa und Suto ist der Erfolg dieser Operat 
fiir Ausbeute und Reinheit recht gering. Der Extrakt ist nach Kuna 
mit 16 bis 40°, nicht fettartiger Stoffe verunreinigt, und trotzdem entg 
bis zu 10°, Fettsubstanz der Bestimmung. 

Auf Grund dieser Angaben halten es Kumagawa und Suto fiir ev 
mégliches Beginnen, nach einer dieser Methoden das Organfett quanti 
und in der nétigen Reinheit zu isolieren. Sie kommen zu dem Schlu 
die Isolierung der gesamten Fettsiuren nach Verseifung des ganzen Org: 
breies einzig und allein richtige Resultate liefern kann. Schon vor ih 
haben v. Liebermann und Székeli diesen Weg beschritten.  Awmaga 
und Suto werfen jedoch;ihren Vorgangern vor, viel zu viel niedrige Fet: 
siuren mitzubestimmen, die nach ihrer Ansicht nicht aus den fettartic 
Bestandteilen des genuinen Fettes entstanden sein kénnen, sondern Zerfa 
produkte des EiweiBes sein sollen. MKumagawa und Suto halten es eu 
und allein fiir richtig, nur die hochmolekularen Fettséuren von Cy, an 7 
bestimmen, ja sie legen den gré6ten Wert auf die Feststellung, dal 
von ihnen isolierten Fettsiurengemenge der Elementaranalyse noch «ies 
Bedingungen entspreche. Abgesehen davon, daB es unzulassig erschein' 
einfach auf Grund von Elementaranalysen aus einem Gemisch von Sur 


unbekannter Herkunft eine bestimmte prozentuale Zusammenset zu: 


ganz bestimmter Fettséiuren schlieBen zu wollen, und das ohne jede Titrati 
des Gemenges, ist es durchaus unrichtig, den Gehalt an niedrigen Fettsaure! 
auBerhalb des Kreises der Betrachtungen stellen zu wollen. Palmiti 
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ind Olsdiure sind Endprodukte (und nicht einmal alle Endprodukte) 
bitstoffwechsels. Deshalb sind sie die Hauptvertreter der Fettsduren 


9 Dpotfett. Die niedrigen Fettséuren dagegen, gerade weil sie fiir Arbeit 
nd Gedeihen der Zelle eine so wichtige Rolle spielen, werden nicht zur 
Disposition gestellt und sind deshalb ebensowenig wie Phosphatide, Chol 
serine und Vitasterine als integrierender Bestandteil des Depotfettes 


i finden. Es ist kein Zufall, daB gerade das Milchfett verschiedener Tiere, 
ja den gesamten Bedarf des wachsenden Organismus decker muB, 
lers groBe Mengen niedriger Fettsiuren enthalt, waihrend das Depot 
ett derselben Tierspezies einen weit geringeren Gehalt daran hat. So 
at z. B. Kuhmilchfett die Reichert-Meissische Zahl 28,8, wiihrend sie fiir 
Rindertalg mit 0,5 angegeben ist. 

\ber noch andere Fragen der Fettzusammensetzung sind fiir den 
Vhemismus der Zelle von mindestens der gleichen Bedeutung wie der Gehalt 

niederen Fettséuren. 

Die Menge und Zusammensetzung der verschiedener Lipoide (Lecithin, 
Kephalin, Cerebrin und Kerasin) ist ein wichtiges Problem fiir die Funktion 
er Zelle. Die Differenzierung der Lipoide ist freilich noch nicht restlos 
vegliickt, aber schon die Bestimmung der Phosphorsiure und die Iso- 
erung und Bestimmung der stickstoffhaltigen Bestandteile kénnen uns 

annaherndes Bild iiber Menge und Art der Lipoide geben. 

Das Verhiltnis von Cholesterin zu Cholesterinester scheint ebenfalls 

n hoher Bedeutung fiir das Zellgeschehen zu sein (8) (9) (9a). 

Ferner ist der Gehalt des Zellfettes an freier Fettsiure von Interesse, 
md wenn auch seine Bedeutung und seine Beziehungen zu anderen Funk 
tionen noch nicht erkannt sind, so liegt das wohl vor allem an der geringen 
Beachtung, die man bisher diesen Dingen entgegengebracht hat. 

Die Methode von Kumagawa nun, so zuverliassig sie das ihr ge- 
steckte Ziel, namlich die Bestimmung der hochmolekularen Fett- 
siuren erreicht, so unzulinglich ist sie, sobald man sich auch nur iiber 
inige dieser oder anderer Fragen der Biochemie der Fette Auskunft 
iolen will. 

Diese Nachteile der Verseifungsmethode, wie wir sie nennen wollen, 
haben mich veranlaBt, die Extraktionsmethode so umzugestalten, dab 
hre Fehler in ertraglichen Grenzen bleiben. 

Vor allem der Gedanke von Pfliiger und Dormeyer schien viel zu 
wertvoll, um ihn nach diesen ersten MiGBerfolgen ganz aufzugeben 
Es muBte doch prinzipiell méglich sein, die EiweiBhille von den Fett. 
teilen durch elektive Verdauung zu entfernen, gleichgiiltig, ob diese 
Hille nun Zellmembran sei oder ein Kunstprodukt und wahrend des 
Trocknens entstanden. Die Fortschritte der Fermentchemie in den 
letzten Jahren ermutigten dazu, diese Methode von neuem anzugreifen 
ind so auszugestalten, daB brauchbare Resultate erhalten wurden 

Die Werte nach Pifliiger und Dormeyer werden, wie Kumagawa 
ausfiihrt, vor allem dadurch gefalscht, daB der Extrakt eine groBe 
Menge atherléslicher Stoffe aufnimmt, die offensichtlich mit Fett gar 
nichts zu tun haben, sondern als EiweiBabbauprodukte anzusehen sind. 
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Die Methode muBte nach drei Richtungen hin abgeandert y erd. 

1. Das Eiwei8 muBte nach der peptischen Andauung mit vine 
anderen proteolytischen Ferment zu Ende verdaut werden. Es wp) 
dazu Trypsin gewahlt. Das war aber erst méglich, seit es gelunyey 
war, lipasefreies Trypsin zu gewinnen; die Integritaét des genuine, 
Fettes mute natiirlich unbedingt gewahrt werden. 

2. Die Verdauung wurde in einer Dialysierhiilse ausgefiihrt, cin, 
um die diffusiblen Produkte abzugeben und so das Gleichyewich; 
zwischen unverdautem und abgebautem EiweiB stets zugunsten unsere 
Absichten zu verschieben. Zum anderen Mal, um die EiweiBabbay 
produkte, die den Extrakt von Dormeyer und Piliiger so weitgehey 
verunreinigten, nach Méglichkeit von vornherein zu verringern 

3. Der erhaltene Extrakt muBte von den noch vorhandenen \« 
unreinigungen befreit werden. 


Il. Die Grundlagen der neuen Methode. 
a) Das Pepsin. 

Zur Verdauung mit Pepsin und Salzsiéiure wurde einfach ein verdinn 
salzsaurer Auszug aus der Magenschleimhaut gewahlt, wie es Kumagawa (\\ 
angegeben hat. Ein gesiuberter groBer Schweinemagen wird aufgeschiitt, 
die Schleimhéute, nach Reinigung am Wasserhahn, abgeschabt uni 
1 Liter 0,5°,iger HCl] bei 35 bis 40° 15 bis 20 Stunden lang digeriert; da 
wurden 20g Blutkohle zugesetzt und nach einer halben Stunde filtrier 

Priifung A. Die peptische Wirksamkeit ist jedesmal vorhanden, ; 
kann leicht nachgew.esen werden, indem man ein Fléckchen gut gewaschen 
Fibrins mit der Lésung versetzt und dann im Brutschrank einige Stun: 
verweilen léBt. Eine quantitative Bestimmung ist unndtig. 

B. Lipatische Wirkung: Die Magenlipase konnte eventuell stér 
obwohl dies nach den Angaben von F'rromme und Vollhard unwahrscheinli: 
ist, da sie 1. von Pepsinsalzsiure in wenigen Stunden vollkommen zersti: 
wird, 2. von Blutkohle absorbiert wird. Trotzdem habe ich mele 
quantitative Versuche angestellt, die stets ergebnislos verliefen. 


Tabelle I. 





| Saurezahl 
Scuweinefett = ‘ 
vor der nach der 
g Verdauung Verdauung 
5,031 0,34 0,34 
4,842 0,33 0,34 
2.414 0,35 0,35 


bj) Das Trypsin. 


Die Lésung des reinen lipasefreien Trypsins, die zur Aktivierune 
nétige Enterokinaselésung und die Pufferlésung wurden nach den A: 
gaben von Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und Memmen (11) hergestellt. 
Die Einzelheiten der Darstellung und Reinigung sind im Original gena 
beschrieben, daher eriibrigt sich jede naihere Ausfiihrung. 
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inem Punkte bin ich von den Angaben von der Originalliteratur 
vichen: Ich habe die Adsorption der Lipase an Tonerdesuspension (B) 
wiederholt und den relativ groben Verlust an Trypsin gern in Kaut 
en gegentiber dem Gewinn, ein lipasefreies Priparat zu erhalten. 
Die Priifung der Trypsinlésung: A. Die tryptische Wirkung wird ganz 
achgewiesen wie die Wirksamkeit des Trypsins. Eine quantitative 
timmung der tryptischen Wirkung ist ebensowenig nétig wie beim 


8. Die lipatische Wirkung wurde nach der von Waldschmidt-Leitz 
| Memmen angegebenen Titrationsmethode (mit wechselndem py) 
priift. Das Ergebnis ist in Tabelle IT zu sehen. 


Tabelle 11. 





Verbrauch Verbrauch 
Schweinefett an n/10 KOH an n/10 KOH 
vor dem Versuch nach dem Versuch 
8 ccm ccm 
0,314 0,71 0,72 
0,256 0.70 0.70 
0.281 0.70 0.72 
ce) Die Dialysierhiilsen. . 


Ich benutzte Kollodiumhiilsen, die der Haltbarkeit wegen auf Extrak- 

mshiilsen von Schleicher und Schiill niedergeschlagen werden. Die Hiilsen 
werden, ahnlich wie dies in dem Praktikum fiir Kolloidchemie von W. Ostwald 
eschrieben ist, mit 4°,iger Kollodiumlésung ausgegossen, 5 Minuten 
getrocknet, noch einmal ausgegossen und nach nochmaligem Trocknen 
5 Minuten) auBen mit einer gleichmaéBigen Schicht von Kollodium itiber- 
gen durch Eintauchen der Hiilse in Kolloidumlésung bis an den Rand. 
im Trocknen muB man natiirlich, wie das iiberall beschrieben ist, durch 
Drehen und Schwenken sowohl fiir gleichmaéBige Schichtdicke, als auch 
ir gleichmaéBige Verdampfung des Athers sorgen. Nach dem Auftragen 
ler letzten Kolloidumschicht wird ein vorher auf- 
gepaBter Glasring, der bequem in die Hiilse herein- 4 5 
ghen aber gut schlieBen muB, in die Hiilse ge- 
shoben und mit Kollodium festgeklebt. 10 Minuten | 
ach dem Auftragen der letzten Schicht wird die ~~~ 
m fast fertige Hiilse bis 1 bis 2cm unter dem 
Rand mit kaltem Wasser gefiillt und ebensoweit in 
ne Wanne mit kaltem Wasser gesteckt. Dabei ist 
i beachten, daB der obere Rand absolut trocken 
eibt. Sobald der Kollodiumkitt zwischen Hiilse 
md Glasring trocken ist, wird er noch zwei- bis 
lrimal erneuert. Dann hat er im allgemeinen die a 
geniigende Dicke erreicht. 20 Minuten nach dem  Abb.1. Dialysierhiilse, 
etzten Auftragen des Kollodiumkittes wird die Hiilse — etwa '/2 nat. Grofe 
herausgenommen, mit einem 1 bis 2 em_ breiten 
‘treifen Pergamentpapier in zwei- bis dreifacher Lage wmwickelt, der 
lann mit Kupferdraht so festgebunden wird, daS an beiden Seiten 
starke Trager aus Draht etwa 2 bis 3em weit herausragen (s. Abbildung). 
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Die Hiilse ist jetzt sowohl dicht als auch fest genug, um die langda 
Dialyse auszuhalten. Beim Aufbewahren der Hiilse mu8 man stets dars 
denken, daB sie nicht trocken werden darf, da sie sonst véllig widyy, 


lassig wird. Beim Aufbewahren in Wasse> fman kann die ganz fertip 








Hiilse ohne weiteres ganz ins Wasser senken) TiuB man durch Zugabe , - 
einigen Kubikzentimetern Toluol Ansiedlung von Bakterien und Pil, 
verhindern. 

Priifung auf Dichte: A. Mit Nachtblau. Etwa 0,5°,iges Nachtbig 
oder Alkaliblaulésung wird in die Hiilse gegeben und gegen destilliey = 
Wasser dialysiert. Es darf nichts diffundieren. 

B. Gegen Fette. Die nach Vorschrift hergestellten Hiilsen sind ste ” 
dicht gegen Fette. Zur Priifung wurden einige Gramme wasserfreien Fer 
(vorher priifen!) in die Hiilse gegeben und im Brutschrank mehrere Ta 
gegen 0,5 °,ige Salzsiure sowie gegen die Pufferlésung des Trypsins dialys 
getrocknet, extrahiert und gewogen. 

In der Tabelle III sind die Werte dieser Priifung angegebe) 

Tabelle I1l. 
Schweinefett 
eingewogen gefunden 
& 2 
0,3413 0,3406 get 
0,6821 0,6827 - 
0.2421 0.2420 
Pr 
d) Die Reinigung. 

Die Extrakte von Organpulvern enthalten stets noch eine nicht 1 Di 
betrachtliche Menge von Verunreinigungen, die mit den Fetten nichts it 
tun haben und entfernt werden miissen. Schon die Wahl des Lésungsmitt 7 
ist hier von Wichtigkeit. Alkohol, der wegen seiner groBen Extrakt a 
energie gern als Extraktionsmittel gewahlt wird, lést neben den Fett 
besonders viel andere Stoffe. Weit besser ist schon Ather, aber die Meng 
der Verunreinigung ist trotzdem zu gro, um vernachlassigt werde: 
kénnen. Am elektivsten wirkt als Lésungsmittel P.-Ather. Seine Ext: 
tionsenergie am Organpulver ist freilich wesentlich geringer als «dix 
Athers. Deshalb wiahlte ich als E¥traktionsmittel Ather. Die Verunreiniguu ww 

_des Atherextrakts kann man zu einem green Teil entfernen durch Av im 
nehmen in P.-Ather. Die Verunreinigungen bleiben dabei ungelést u Ww 
kénnen leicht durch Filtration abgetrennt werden. Aber auch auf dics ds 
Weise ist der Extrakt noch nicht rein genug zu erhalten. Dagegen ka r 
man durch Ausschiittelung der P.-atherischen Lésung mit verdiinnte: 

Salzsiure und Wasser den Extrakt rein genug erhalten. lay 

Reinheit und Vollstandigkeit der Extraktion habe ich gepriift a he 
Stickstoffgehalt und am Gehalt der hochmolekularen Fettséuren ac! ar 
Kumagawa. in 

Diese beiden GréBen sind nun freilich keine einwandfreien Kriterne y 
fiir die Erreichung des Zieles. Es sind auch stickstofffreie Verunreinigunge! 5 

s¢ 


im Fette méglich, und andererseits sind Lipoid-Stickstoff und Nicht-Lipow 
Stickstoff voneinander zu trennen. Der Gehalt an héheren Fettssure! dt 
ist ebenfalls kein absolut zuverlissiger Ma@Bstab, da, wie im ersten 7: E 





hts 








on 
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ihnrt wurde, die niederen Fettsiiuren nicht vernachlaissigt werden 
Doch miissen wir uns mit diesen Feststellungen begniigen, da 

bes und eindeutige Kriterien fiir Reinheit und Vollstaéndigkeit dex 

Extraktion zurzeit nicht bestehen. 

Die folgende Tabelle IV zeigt die Werte der Priifungen. 


USL" 


jurt 


Tabelle IV. 








Waschwasser 
esivee || Gewie Vor der Reinigung Nach der Reinigung | Hohe G 
insiyse Gewicht N-Gehalt N-Gehalt Fettsauren oe 
- 8 

1.84 0,0665 g¢ 0.0147 g¢ 1,6045 g 0.0010 
8,62 %% 0,80 °, 87.2% 

2 2.06 0,0739 g 60169 g 1,778 g 0.0008 
3.59 % 0,82 % 86,2 % 

3.11 0.1114 ¢ 0,026 ¢ 2.6872 ¢ 0,0014 
3,60 ©, 0,84 °, 86.4 ©, 

4 2,00 0,0736 g 0,0168 g 1,7383 g 0,0016 
3,68 °, 0,835 °% 86.9 °, 


Der N-Gehalt ist also auf ein Fiinftel seines urspriinglichen Wertes 
vefallen. Der Lecithingehalt des gereinigten Fettes berechnet sich aus dem 
Stickstoffgehalt zu 45,4 bis 47,7%. 


Der Phosphorgehalt des gereinigten Fettes war in den ersten beiden 


Proben: 0,0207 g 1.15%. 
0.0233 ¢ = 1,16°, 


Das entspricht einem Gehalt von 29,7 bzw. 29,9°, Lecithin. Aus der 
Differenz zwischen dem Lecithinwert nach dem Stickstoffgehalt und dem 
nach dem P-Gehalt berechneten ergibt sich, daB8 0,30 bis 0,32°, Stickstoff 
mviel gefunden wurden. Wenn wir dieses Stickstoffplus auf Eiweif um- 
rechnen, so ergibt sich eine Verunreinigung von 2%. 


ill. Beschreibung der Methode. 

Das sorgfaltig zerkleinerte Organ wird nach Wagung im Wasserbad, 
und gwar zur Vermeidung von Verainderungen wahrend des Trocknens, 
im Vakuum bei 80 bis 90° getrocknet, was je nach der Menge des Organs 
und nach der GréBe des Trockenapparates etwa 10 bis 12 Stunden 
dauert. Von der feinpulverisierten Substanz werden etwa 10g auf 
1°, genau abgewogen und im Soxhletapparat mit Ather 6 Stunden 
lang extrahiert. Damit wird die Hauptmenge der Fettsubstanzen 
herausgeholt. Der Extrakt wird vom Ather befreit durch Abdampfen 
auf dem Wasserbad bei 50 bis 60° und 10- bis 16stiindigem Aufenthalt 
im Trockenschrank (50 bis 60°). Dann wird es mit etwa der 100fachen 
Menge des Extraktes P.-Ather versetzt und quantitativ in einen gut 
schlieBenden Scheidetrichter iibergefiihrt. Diese Lésung wird nun 
dreimal mit 10 bis 20 cem 5°iger wiisseriger Salzsiture ausgeschiittelt 
Emulsionsbildung kann durch Zusatz von wenig NaCl und eventuell 
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einigen Kubikzentimetern Alkohol ziemlich leicht vermieden werde 
SchlieBlich wird noch dreimal mit 10 bis 20 cem Wasser ausgeschiiittelt 
Das Wasser der letzten Ausschiittelung muB gegen Lackmus nevtra) 
reagieren. Die P.-atherische Lésung wird nun durch ein trockens 
kleines Filter oder besser durch Watte filtriert. 

Der Extraktionsriickstand wird nach Entfernung des Athers jy 
eine der beschriebenen Verdauungshiilsen eingefiillt. Die GréBe de, 
Hiilse muB so bemessen sein, daB das Pulver nicht mehr als ein Dritte) 
bis ein Halbes des Volumens der Hiilse ausmacht. Bei kleineren Hiilsey 
kommt es niémlich sonst wihrend der Verdauung durch die Druck. 
steigerung der osmotisch wirksamen EiweiBabbauprodukte zu» 
Herausquellen des Inhaltes. Wenn die Hiilsen sorgfiltig angefertig: 
sind, ist die Porenweite derart, daB Salze und die iibrigen nied 
molekularen Stoffe gut diffundieren. 


In die Hiilse wird nun die Pepsinsalzsiurelésung gegossen, und z\ 
etwa 1 bis 2cm bis unter den Rand (das endgiiltige Niveau stellt sich 
wahrend der Dialyse selbsttatig ein). [ij 

c™s Hiilse wird mit einem trockenen Zellstoff 
= pfropfen, der kurz durch die Bunsen 
flamme gezogen ist, gut verschlossen und 
mit Hilfe der zwei Drahthaken, welely 


om 
diametral vom Glasring ausgehen, in 
d = einen Dialysiertrog gesenkt. 
di — Zur standigen Erneuerung des wi 











gebenden Wassers wird die von Wiechowsky 
angegebene Anordnung verwandt (12 
Man kann selbstverstaindlich eine grofe 
Anzahl von Verdauungshiilsen zugleic! 
in diesem Trog halten. Die Apparatw 
wird) nun in einen Brutschrank ei 
montiert. 








A 


Die Temperatur betriigt 37°. Di 
Waschfliissigkeit des Troges besteht aus 


























Abb. 2. 0,5°, Salzsiure, der einige Kubikzent 
Einmontierung der Dialysierhiilse ee ; . ata 
ape tay Sora te meter Chloroform oder Toluol zugesetz 

etwa 1/, nat. GréBe. sind. Auf diese Weise wird Ansiedlung 


von Schimmelpilzen und Bakterien fast 
sicher verhiitet. Der Zulauf der Waschfliissigkeit wird so geregelt 
daB pro 10g zu verdauender Substanz etwa 200 bis 300 ccm 
24 Stunden verbraucht werden. 


Die Verdauung mit Pepsin ist im allgemeinen in 6 bis 8 Tagen 
beendigt. Nach dieser Zeit wird das Waschwasser durch reines Wasse! 
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ersetzt und so lange gespiilt, bis die Chlorreaktion nur noch schwach 
positiv ausfallt. 

Die Verdauung hat nun einen groBen Teil an EiweiB entfernt, 
die Waschflissigkeit ist stark gefairbt und der Hiilseninhalt hat etwa 
zwei Drittel bis vier Fiinftel an Trockengewicht verloren. Im Mikro- 
kop sind Zellreste kaum noch zu sehen. 

Nun wird die Substanz mit Trypsin zu Ende verdaut. Man gibt 
von der gereinigten Trypsinlésung, wie oben beschrieben, 30 bis 40 cem 
n die Hiilse; vorher muB durch Zusatz von n NaOH die Wasserstoff- 
onenkonzentration auf pr = 8 gebracht werden. Wenn der Inhalt 
der Hiilse, wie das meist der Fall ist, nicht mehr als die Halfte betrigt, 
kann die Trypsinlésung ohne weiteres mitsamt der nétigen Puffer- 
menge zugegeben werden, wenn nicht, muB die entsprechende Menge 
herauspipettiert und im Vakuum eingedampft werden. (Es ist darauf 
m achten, daB wahrend dieser Operation die Hiilse nicht trocken 
wird.) Nach Zusatz des Trypsins und der Pufferlésung wird die Hiilse 
genau wie beim Pepsin beschrieben, verschlossen, in den Dialysier- 
trog gesenkt und im Brutschrank bei 37° 2 bis 3 Tage belassen. Die 
Waschfliissigkeit, die im gleichen Tempo spilt, besteht jedoch in diesem 
Falle aus einer Mischung von n/2 K,HPO, und n/2 NaOH im Ver- 
piltnis 5:2, die zum Gebrauch mit destilliertem Wasser auf das Vier- 
bis Fiinffache verdiinnt wird. Auch hier muB zur Vermeidung von 
hakteriellen Verunreinigungen Toluol zum Waschwasser zugesetzt 
verden. 

Nach 2 bis 3 Tagen wird die Verdauung abgebrochen, indem man 
wieder einige Zeit mit neutralem Wasser dialysiert. Darauf wird die 
Hiilse herausgenommen, dicht unter dem Rande des Glasringes ab- 
geschnitten, ausgeleert, ausgespult und in kleine Stiicke zerschnitten. 
Der Ring wird ebenfalls sorgfaltig ausgespilt. Der Verdauungsriickstand, 
der jetzt 1/,5 bis 4/.9 des organischen Pulvers betrigt und keine 
Zellreste mehr zeigt, wird mitsamt der Hiilse im Vakuum zur Trockne 
vrerdampft (60°). Der trockene Riickstand wird quantitativ in eine 
sleine Extraktionshiilse gebracht (wobei die letzten Reste mit heibem 
\lkohol nachgespiilt werden) und dann in einem SoxhletheiBextraktor 
mit etwa 20cem Alkohol extrahiert. 

Der Extrakt enthalt nun den Rest des Fettes und eine groBe Menge 
ron Verdauungsprodukten des EiweiBes, die in Alkohol léslich sind. 
Die Reinigung wird genau so vorgenommen, wie beim Hauptextrakt. 

Die P.-atherische Lésung des gereinigten Extraktes wird nun mit 
lem ersten Extrakt vereinigt, dabei ist zu beachten, daB der erste 
Extrakt sich noch einmal vollstandig lésen mu8, wenn man am Schlub 
ene homogene Mischung vom ersten und zweiten Extrakt haben will. 


17* 
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Der P.-Ather wird wieder am Wasserbad bei 50 bis 60° abgedamy; 
und der Extrakt im Trockenschrank bei derselben Temperat ix: . 
Giewichtskonstanz gebracht, was etwa 2 bis 3 Tage in Anspruch nim 

Zu bemerken ist noch, daB die Aufbewahrung des ersten Extrakt. 
bis zur Vereinigung mit dem zweiten keine Anderung der Zusajnme, 
setzung zur Folge hat, solange man Luftsauerstoff und vor alle 
Licht abhilt. 

So habe ich bei monatelangem Aufbewahren von Organfette, 
folgende Werte bekommen: 


Tabelle V. 





Ges. Mol Freie Doppelbindunge 


: ; Fettsauren der 
Fettsaure in 1g ‘ Cuibens - 
oxylgruppe 


Nr Zeitpunkt der Untersuchung 


1 Zu Anfang des Versuchs 4.41 7.0 48.4 
Nach 2 Monaten . e é 4.40 7.1 48.5 
2 Zu Anfang des Versuchs 3.82 2.61 39.8 
Nach 2 Monaten... . 3.83 2.63 39.6 
3 Zu Anfang des Versuchs 4.45 5.51 39.3 mr 
Nach 2 Monaten . = 4.43 5.51 39.7 in 
in 
Die eingangs erwahnte Arbeit war der Priifstein der neuen \ “ 
thode: Dabei konnte in mehr als 50 Doppelanalysen ihre Braue| Ve 
barkeit fiir biologische Untersuchungen erwiesen werden. PR 
Literatur. : 
1) Degkwitz, Bamberger, Ebert usw., Monatsschr. f. Kinderheilk. 29 W 
592, 1925.; s. auch die demnachst in der Zeitschr. f. Kinderheilk - 
scheinende zweite Abhandlung. 2) Abderhalden, Handb. d. bioche: 
Arbeitsmethod. 2. Aufl., 6, Abt. 1. 3) vw. Liebermann und Scékely. Arc} - 
f.d. ges. Physiol. 72, 360. — 4) Kumagawa und Suto, diese Zeitschr. 8, 212 Ve 
1908. 5) Nerking, Arch. f. d. ges. Physiol. 73, 172. — 6) Pili Fi 
ebendaselbst 51, 277; Dormeyer, ebendaselbst 65, 90. 7) Glikin’ eb Li 
daselbst 95, 107. 8) Neubauer und Porges, diese Zeitschr. 9, 312 . 
9) Degkwitz und Zoelch, Klir Wochenschrift 1925. 9a) Windaus, Zeits 
f. phys. Chem. 65, 110. 10) Kumagawa, Beitr. z. chem. Physiol. 
Pathol. 4, 189. 11) Willstditer, Waldschmidt-Leitz und Memmen, Zeitsel: M 
f. phys. Chem. 125, 93 und 132; 182, 181. 12) Wiechowsky, Hofmeist al 
Beitr. 9, 243. he 
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Eine jodometrische Methode 
zur Bestimmung der Homogentisinsiure im Harn. 


Ve mm 
Ernst Metz. 


\us der medizinischen Klinik des Hospitals zum heiligen Geist, 
Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 1. August 1927.) 


Zur quantitativen Bestimmung der Homogentisinsaure im Harn 
vurde bis jetzt ausschlieBlich die Methode von Wolkow und Baumann' 
mgewandt. Sie beruht auf der Fahigkeit der Homogentisinsiure 
mmoniakalische Silberlésung zu reduzieren. Es wurde schon mehrfach, 
beconders von Katsch und seinen Schiilern auf die Nachteile dieser 
Methode hingewiesen: 1. Es ist zur Ermitthing des Endpunktes der 
Reaktion eine mehrmalige Wiederholung der Titration nétig, wodurch 
2 eine giéBere Menge Urin gebraucht wird. 

Eine Modifikation der Methode zur Vermeidung der mehrmaligen 
Wiederholung der Titration gibt Denigés* an. Die Methode hat sich 
nicht eingefiihrt, wohl weil die Titration mit Cyankali weniger tiblich 
ist. Angaben iiber die Brauchbarkeit liegen nicht vor. Eine weitere 
Vereinfachung der Baumannschen Methode habe ich versucht mit 
Filtration des abgeschiedenen Silbers durch ein feinporiges Glasfilter, 
Lisen des Silbers;in Salpetersiure und Titration des Silbernitrats mit 
n/l0 Ammonrhodanid, ohne wesentliche Vorteile zu erzielen. 

Fiir die gegenwirtige Alkaptonurieforschung ist aber eine rasche 
Methode, die erlaubt, Serienbestimmungen mit geringen Urinmengen 
auszufiihren, unbedingt erforderlich. Das ergab sich besonders kiirzlich 
hei einer Arbeit, die den Nachweis der Homogentisinsiure im Serum 
des Alkaptonurikers zum Gegenstand hatte*. Deshalb habe ich eine 
neue Methode zur quantitativen Bestimmung der Homogentisinsaiure 
m Harn ausgearbeitet, welche die Naehteile der Bauwmannschen 
Methode nicht besitzt. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 16, 268, 1892. 
* Journ. de pharmacie et de chimie, 6. Serie, 5, 50, 1897. 
3 Katsch und Metz, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 1927. 
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Versetzt man Homogentisinséure in bicarbonatalkalisely 
boraxalkalischer Lésung mit n/10 Jodlésung bis zur Blaufirbuny y, 
Starke, so findet eine quantitative Oxydation zu Chinonessigs; 

OH O 


CH,COOH i —CH,COOH 


| 
OH O 


im Sinne der Gleichung statt, ein ProzeB, der reziprok ist. Sa 


man die Lésung an, so findet die umgekehite Reaktion statt unt 
quantitativer Abscheidung der verbrauchten Menge Jod, das mi 


n/10 Natriumthiosulfatlésung zuriicktitriert werden kann. Die Reakti: 
beruht auf der leichten Oxydierbarkeit der Homogentisinséure wnd 
durch die beiden para-standigen Hydroxylgruppen des Benzolken 
bedingt. Zuerst wurde diese Reaktion von Walter M. Gardn 


Herbert H. Hogdson' wnd Wieland? zur quantitativen Bestimmung «e 


Hydrochinons benutzt. 


Auf Grund folgender Bestimmungen wurde die Homogentisinsaun 


menge ermittelt, die 1 ecm n/10 Natriumthiosulfat entspricht. 
Zur Ausfiihrung dieser Bestimmungen wurde eine genau 
gewogene Menge reiner Homogentisinsiure in 10 cem Aqua dest. 


mit Natriumbicarbonat (1 bis 4) oder Borax (5) bis zur alkalisch 


Reaktion versetzt und unter Zusatz yon 1° Stiarkelésung 
n/10 Jod bis zur bestehenden Blaufarbung titriert. Dann wurd: 


verdiinnter Schwefelsiure angesiuert und das ausgeschiedene Jod mi 
n/10 Natriumthiosulfat zuriicktitriert. Die verwendete Homogentisi: 
siure war zuerst aus Wasser, dann nach lingerem Stehen iiber 


Schwefelsiure aus absolutem Ather-Petrolather umkristallisiert word 
Sie zeigte den Fp. 147° und war von rein weiBber Farbe. 


Oder 
i 





Nr. en oy n/l0 Jod n/10 Netriumthiosulfst 
ber. get 
v 

1 0,1000 g 11,9 cem 11,905 cem 11,78 cem 99 % der The 
2 0,1000 g 12,15 , 11,905, Mant « 98.9% . 

3 0,0568 g 69 , 6,76, 6,68 , 98% . 

4 0,1000 ¢ Ee « 11.905 . 11.81 . 993% | 

5 0,0673 ¢ 80 , . 7,93 , =990% , 


lecem n/10 Natriumthiosulfat entspricht 0,008 487 g wasserfreier H 
gentisinséure. 
0,1g Hom. entspricht 11,783cem n/10 Natriumthiosulfat. 


), 1825, 1909. 
15, 1910. 


1 Amer. Soc. 95 (2 
* Chem. Ber. 43, 7 


Sa 


mi 
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schwieriger war die Frage zu lésen, ob diese einfache Methode 

auf Alkaptonharn iibertragbar sei. Es zeigte sich nimlich, daB 
et Harn, bicarbonatalkalisch oder boraxalkalisch gemacht, ver- 
«chiedene Mengen n/10 Jodlésung verbraucht. Der ProzeB ist jedoch 
» saurer Lésung nicht reziprok, denn durch Ansiuern wird das ver- 
hrauchte Jod nicht wieder in Fieiheit gesetzt. 


Dies bewiesen Leerversuche mit verschiedenen Harnen 





n/10 Jod ; n/10 Natriumthiosulfat, 
Harn bicarbonatalkalische Lésung mit verdunnter Schwefelsaure 
ccm angesauert 

10cem L 0,5 Erster Tropfen entfarbt 
a 1,3 
a Kk. 1.5 Bi 
a 1,1 “ ‘ 
”— « M 0.35 


Eine Fehlerquelle entsteht also hierdurch nicht, da zur Berechnung 
der Homogentisinsiure der Verbrauch an Kubikzentimeter n/10 
Natriumthiosulfatlésung zugrunde gelegt wird. 

Um die Brauchbarkeit der Methode zu priifen, wurde in ver- 
<chiedenen Harnen eine abgewogene Menge wasserfreier Homogentisin- 
siwre vom Fp. 147° gelést und darin jodometrisch bestimmt. 





Harn etn n/10 Jod n/10 NagS2 Oz Gef. Hom 

£ com ccm £ 
10cem M 0.0500 6,2 5.5 0.0591 
ws. & 0,0590 6.9 5,5 0,050 
ew 0,0259 3,7 2.75 0,0250 
~. &. 0,0127 2.2 1,4 0,0127 
10 . Sch. 0.0100 3.0 1.1 0.0100 


Die Brauchbarkeit der Methode zur Bestimmung der Homogentisin- 
siure im Alkaptonharn wurde weiter erbracht durch den Vergleich 
mit der Baumannschen Methode. 





Baumann Jodometrische 

Harn 10°/9iges Ammoniak Bestimmung 
g Hom. g Hom. 
10,0 cem FE. 0,0227 0,0227 
. ae? 0,0185 0,0182 
5. & 0,0373 0,0879 
— . = 0,0282 0,0281 
40, E. 0,0156 0,0155 
10,0 . Sch. 0.0146 0,0146 
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Hieraus ergibt sich zur Bestimmung der Homogentisinsaure fo|gen¢, 
Arbeitsmethode: 1, 2, 5 oder 10 cem Harn (genau pipettieren) were, 
mit Aqua dest. auf 10 ccm verdiinnt und mit einer Spatelspitze, }, 
stark sauren Urinen mit mehr, Natriumbicarbonat bzw. Borax }j 
alkalischen Reaktion versetzt. Als Indikator wird 1 ccm 1 °Jige Stirk, 
lésung zugefiigt. Diese bicarbonatalkalische bzw. boraxalkalisc) 
Lésung wird mit n/10 Jodlésung bis zum Umschlagpunkt titriert. \ 
siuert man vorsichtig mit verdiinnter Schwefelséure an. Die Schaw 
bildung bei Verwendung von Natriumbicarbonat kann man dw 
Zusatz von Alkohol beseitigen. ZweckmaBiger ist es, Borax zu 
wenden, weil hierbei keine Kohlensiure beim Ansiéuren gebildet wir, 

Das ausgeschiedene Jod wird mit n/10 Natriumthiosulfatlésung titriert 

Die Homogentisinsiure wird berechnet aus der verbrauchten Meng aus 
n/10 Natriumthiosulfat. leem n/10 Natriumthiosulfat —entsprich 
0,008487 g wasserfreier Homogentisinsiure. 0,1 g wasserfreie Hon 
gentisinsaure entspricht 11,783 ccm /10 Natriumthiosulfat. Bei star} 
dunkelgefarbten Harnen ist der Umschlagspunkt nach Blau dur 

Tiipfeln mit Starke leichter zu erkennen. Ist der Homogentisinsiur 

gehalt z. B. bei Stoffwechselversuchen abnorm groB, so empfichit 

sich, den Harn vorher zu verdiinnen. 
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rt Synthese von Formaldehyd und Aceton 
é aus Oxyden des Kohlenstoffs und Wasserstoff oder Wasser 
9 durch Kontaktsubstanzen. 


Von 
Th. Sabalitsehka und C. Harnisch. 


rk 


Aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Auqust 1927.) 


Bei der Katalyse von Kohlenmonoxyd- oder Kohlendioxyd- 
Wasserstoffgemischen, die neuerdings immer mehr an Bedeutung 
vewinnt, erhalt man je nach den benutzten Katalysatoren und den 
vewahiten Versuchsbedingungen hauptsiichlich: 1. Methan', 2. seine 
jheren Homologen, die Erdélkohlenwasserstoffe?, 3. Methylalkohol*, 
| seine héheren Homologen, vermischt mit anderen sauerstoffhaltigen 
Verbindungen, das ist das von F. R. Fischer als Synthol bezeichnete 
emisch*. Die beiden ersten Produkte entstehen bei gewéhnlichem 
Ihuck, die beiden letzteren bei Hochdruck. Sowohl F. Fischer und 


' Sabatier und Senderens, C. r. 184, 514, 1902; ,,Die Katalyse“, S. 114, 
eipzig 1927; F. Fischer, H. Tropsch und P. Dilthey, Brennstoffchemie 6, 
265, Chem. Centralbl. 1926, I, 9; Die Naturwissenschaften 18, 1067, 1925. 

? F. Fischer und H. Tropsch, Ber. 59, 830, 832, 923, 1926; 60, 1330, 
27: Brennstoffchemie 7, 97, 299, 1926. 

' Badische Anilin- und Sodajfabrik, Chem.-Ztg. 49, 463, 1926; Dieselbe, 
Erfinder A. Mittasch, M. Pier und K. Winkler, D, R.-P. Nr. 415686; Chem. 

ntralbl. 1925, II, 1802; G. Patart, C. r. 179, 1330; Chem. Centralbl. 1925, 
. 636; Chimie et Industrie 18, 179; Chem. Centralbl. 1925, LI, 608; 

’. 540543; Chem. Centralbl. 1923, II, 631; Chem.-Ztg. 40, 564, 1925. 

* PF. Fischer und H. Tropsch, Ber. 56, 2428, 1923; Brennstoffchemie 4, 
276; 6, 201; Chem. Centralbl. 1924, I, 1927; 1925, I, 1544; Chem.-Ztg. 48, 
3, 1924; Badische Anilin- und Sodafabrik, D. R.-P. Nr. 293787, 295202. 
95203; F. Fischer, ,,.Die Umwandlung der Kohle in Ole“, S. 276, 279, 
280, Berlin 1924; Derselbe, Zeitschr. f. angew. Chem. 40, 802, 1927. 
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H. Tropsch', wie A. Mittasch? nehmen als erstes Reaktionsprodu; 


zwischen den Kohlenoxyden und Wasserstoff unter Druck For 


aldehyd an, wenn er sich auch bisher nicht nachweisen lieB®; or y., 


schwindet durch Folgereaktionen rasch wieder. 


So zeigten H. Tropsch und O. Roelen*, daB Formaldehyd 
schiedenen Kontaktsubstanzen zersetzt wird. Sie erhielten z. |. }, 


Leiten von Formaldehyd tiber Natriumcarbonat bei 500° Methylformia: 
dies erinnert an die schon frither von C. Mannich und Geilmann* gemach: 


Beobachtung einer Bildung von Methylformiat bei der Einwirkuny 
Kupfer auf Formaldehyd. Der Zerfall des Formaldehyds kann na 
den Umstiéinden in mannigfaltiger Weise verlaufen. H. Tropsc/ 
O. Roelen geben folgende Zersetzungsprodukte an: Kohlenoxyd, Koh} 
dioxyd, Wasserstoff, Methylalkohol, Ameisenséure, Methylformiat, terpent 


artig riechende Ole, ungesittigte Kohlenwasserstoffe, Methan und Koh! 
Die Zersetzung des bei 400 bis 500° iiber die Kontaktsubstanzen geleitet; 


Formaldehyds war haufig vollkommen. 


So versprechen Versuche, das Entstehen von Formaldehyd beim Ube; 
leiten von Kohlenoxyd- oder Kohlendioxyd-Wasserstoffgemischen iil 
Kontaktsubstanzen nachzuweisen, wenig Erfolg; trotzdem sind sie nich 


ganz aussichtslos. Ist doch zu erwarten, daB das Gleichgewicht zwisc! 
Formaldehyd und seinen Aufbausubstanzen und Zersetzungsprodukt 
fiir die einzelnen Kontaktsubstanzen verschieden ist, wie auch die Art 
Zersetzungsprodukte. Zeigen ja auch die Versuche von H. Tropsc/ 


O. Roelen, daB die Zersetzung des Formaldehyds nicht nur quantitat 


von den Versuchsbedingungen und der Kontaktsubstanz, sondern au 
qualitativ von der Kontaktsubstanz abhangt. Fiir die Mdéglichkeit, 
Entstehen von Formaldehyd nachzuweisen, spricht auch das E 
ahnlicher Versuche von H.v. Wartenberg, A. Muchlinski und G. Riedl: 
Sie fanden, da8 die Entladungen des Ozonrohres zwar beim Durchleit 
eines Formaldehyd enthaltenden Wasserstoffstromes den Formaldehyd \ 
kommen zu Kohlenoxyd und Wasserstoff zerlegen, andererseits aber b 
Durchleiten eines Kohlenoxyd-Wasserstoffgemisches durch das Ozonr 





unter denselben Bedingungen Spuren von Formaldehyd entstehen. Tat 
sichlich sind auch wiederholt Reduktionen von Kohlenoxyd zu For 


aldehyd durch Kontaktsubstanzen berichtet oder zum Patent angem« 


es sei auf die von A. Jdger® dariiber gebrachte Literaturiibersicht wv 


wiesen. Stets erhielt man aber nur Spuren von Formaldehyd, und bei eu 


Nachpriifung durch A. Jdger und H. Winkelmann’ erwiesen sich au 


diese Angaben zum Teil als unzutreffend. Dagegen gelang es 1. Jd 


und H. Winkelmann Kohlenoxyd bis zu ungefahr 1,5°% in Formaldehy 


iiberzufiihren, wenn sie ein Gemisch von Kohlenoxyd, Wasserstoft 


Y 


Wasserdamp{ bei Atmospharendruck durch ein auf 450° erhitztes Quarzro! 


1 Ber. 56, 2438, 1923. 

2 Ebendaselbst 59, 30, 1926. 

F.. Fischer, ,,Ges. Abhandl. zur Kenntnis der Kohle“, VII, 15 
Ber. 49, 585, 1916. 

Zeitschr. f. angew. Chem. 37, 458, 1924. 

F. Fischer, ,,Ges. Abhandl. zur Kenntnis der Kohle“, VII, 5! 
7 Ebendaselbst 55. 
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Bei Versuchen mit Wassergas unter Druck im kalt-warmen Rohre, 

sich die fliissigen Reaktionsprodukte sofort ausscheiden, konnten 

» ve Fischer und A. Jdger' ebenfalls die Bildung von Formaldehyd in relativ 

on n Mengen feststellen. Auch bei Atmospharendruck konnten F’. Fischer, 

H. Tropsch und P, Dilthey*® die Bildung von Formaldehyd neben dem 

Hauptprodukt Methan im Kohlenoxyd-Wasserstoffgemisch durch einen 
Nickel-Aluminiumoxyd-Katalysator beobachten. 


Durch die Versuchsergebnisse von G. Klein und O. Werner® und von 
cht Th. Sabalitschka, H. Riesenberg und H. Weidling* diufte die Richtigkeit 
der Baeyerschen Assimilationshypothese erwiesen sein. Nach dieser 
Hypothese wird die Kohlenséure in den Pflanzen zu Formaldehyd 
eduziert, der dann Baustein fiir die héheren Kohlehydrate ist 
Man versuchte schon wiederholt ohne Protoplasma und in Ab- 
wesenheit organisierter Materie aus Kohlendioxyd und Wasser Form- 
ldehyd mit Hilfe des Lichtes und verschiedener Kontaktsubstanzen 
gu erhalten und will dabei Erfolg gehabt haben. Als aber dann D. Vor- 
iinder® die Méglichkeit, Formaldehyd aus Kohlendioxyd im Sonnen- 
cht und ultravioletten Licht bei Gegenwart von Kontaktsubstanzen 
merhalten, eingehend nachpriifte, konnte er in keinem Falle die Bildung 
a on Formaldehyd beobachten. Dies regte an, auch das Verhalten von 
se Kohlendioxyd und Wasserstoff oder Kohlendioxyd und Wasser bei 
Gegenwart von Kontaktsubstanzen und héherer Temperatur zu beob- 
chten. F. Fischer® weist schon auf die Ahnlichkeit des pflanzlichen 
(.Assimilationprozesses mit der nach seinen Versuchen im Prinzip 
méglichen Herstellung von Motorbetriebsstoff aus der Kohlenséure 
der Luft und dem aus Wasser elektrolytisch erhaltenen Wasserstoff hin 


Gemische von CO, und H,, CO,, H, und H,O, CO, und H,0O, 
ferner von CO und H, wurden bei ungefahr 300° und Atmosphiarendruck 
fat-@ uber verschiedene Kontaktsubstanzen geleitet und hierauf auf einen 
n Gehalt an Formaldehyd untersucht. Da auch die Bildung von Aceton 
mter diesen Bedingungen zu erwarten war, wurde auch darauf gepriift 
mitunter auch auf Methylalkohol. Nach der vorher erlauterten leichten 
,; Zersetzbarkeit des Formaldehyds durch Kontaktsubstanzen unter den 
i Versuchsbedingungen waren von vornherein nur geringe Formaldehyd- 
‘Y"H mengen zu erwarten; es waren daher empfindliche Reagenzien zum 


1 Ber. 56, 2438, 1923; F. Fischer, ,,.Ges. Abhandl. zur Kenntnis der 
Kohle“, VII, 68. 

* Brennstoffchemie 6, 267, 1926. 

* Diese Zeitschr. 168, 361, 1926. 

‘ Ber. d. deutsch. pharmaz. Ges. 32, 278, 1922; Zeitschr. f. angew. 
Chem. 35, 684, 1922; Pharmaz. Monatsh. 4, 169, 1923; diese Zeitschr. 
144, 545, 551, 1924; 145, 373, 1924; 148, 370, 1924; 172, 45, 1926. 

* Ber. 58, 2656, 1925. 

* Chem.-Ztg. 48, 564, 1924; Zeitschr. f. angew. Chem. 40, 803, 1927. 
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Nachweis zu benutzen, ferner war ihre Brauchbarkeit vorher fes 
zustellen. Uber diese Untersuchungen und den Nachweis von Form 
aldehyd in kleinsten Mengen haben wir bereits berichtet!. Vor de) 
eigentlichen Versuch priifte man, ob die Kontaktsubstanzen jie; 
von sich aus infolge eines Gehaltes an Verunreinigungen Formaldehy, 
oder Aceton unter den Versuchsbedingungen geben. Dies war der Fy) 
bei technischem Calciumearbid, weiBem und rotem Bolus, Koks.‘ Holy 
kohle, Zuckerkohle u.a. Beim weiBen Bolus erhielt man durch Athe 
extraktion 0,05°,, beim roten Bolus 0,1°, seines Gewichtes braune. 
Ol. Auf den Olgehalt des Tons hat bereits N. A. Rakusin® hingewiesen 
Den bei Zuckerkohle gefundenen Formaldehydgehalt erkliart unser 
friihere Beobachtung*, da8 beim Erhitzen von Zucker Formaldehy( 
entsteht. Enthielten die Kontaktsubstanzen derartige, die Versuely 
stérende Verunreinigungen, so wurden diese entfernt. 

In der Tabelle sind die von uns benutzten Kontaktsubstanzen wy 
die jeweils mit den verschiedenen Gasgemischen erhaltenen Ergebniss: 


berichtet. -- bedeutet Spuren von Formaldehyd, -+--+- bedeutet mel, 
als Spuren von Formaldehyd, 0 bedeutet Spuren und 00 bedeute: 
mehr als Spuren von Aceton, — bedeutet ein vollkommen negatives 


Ergebnis des Nachweises von Formaldehyd oder Aceton. Formaldehy: 
entstand in nachweisbaren Mengen an den meisten Kontaktsubstanzen 
haufig entstand auch Aceton. Ob an den Kontaktsubstanzen, | 
welchen der Nachweis nicht gelang, nicht doch unter der Nachweis 
grenze liegende Formaldehyd- oder Acetonmengen resultierten ode: 
zwar in gréBeren Mengen bei der Reaktion entstanden, aber sofort 
wieder verandert wurden, sei offen gelassen. Die haufig nachweishar 
Bildung von Formaldehyd und Aceton in den Gasgemischen an den 
Kontaktsubstanzen erinnert an den Ausspruch von A. Mittasch*, dab 
alle jeweils in fester Form vorliegenden Verbindungen an sich (as 
katalysen herbeifiihren kénnen, wenn auch jede katalytische Reaktion 
ihre spezifisch optimalen Katalysateren hat. Gegenwart von Wasse1 
scheint die resultierenden Formaldehydmengen zu steigern. Dies ent 
spricht den Beobachtungen von A. Jdger und H. Winkelmann’ \x 
Kohlenoxyd-Wasserstoffgemischen. Leiteten diese Forscher ein stark 
getrocknetes Gemisch durch ein auf 450° erhitztes Rohr, so erhielten 
sie keinen Formaldehyd, wohl aber bei einem Wassergehalt des Gas 
gemisches. <A.Jdger und H. Winkelmann erklaren die Wirkung des 
Wasserdampfes in diesem Falle dadurch, daB durch ihn eine zw Ke 


1 Pharmaz. Zentralh. 67, 289 ff., 1926. 

2 Chem.-Ztg. 47, 115, 1923. 

* Th. Sabalitschka und C. Harnisch, Apotheker-Ztg. 41, 782, 1926 
* Ber. 59, 15, 1926; Chem.-Ztg. 49, 988, 1925. 

° F. Fischer, ,,.Ges. Abhandl. zur Kenntnis der Kohle“, VII, 58 
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Juktion notwendige Hydratisierung des Kohlenoxyds erreicht wird. 
Wahrend hier somit ein Einflu8 des Wassers auf die reagierenden Gase 
mgenommen wird, kann man mitunter auch an eine Wirkung des 
Wassers auf die Kontaktsubstanzen denken, so z. B. beim Aluminium- 
oxvd: bei diesem erhielten wir Formaldehyd nur bei Gegenwart von 
Wasse r. Nun ist nach S. Medsforth' und nach F. Fischer und H. Tropsch 
nd P. Dilthey® Aluminiumoxyd ein starker Beschleuniger (Promotor) 
Jer Methanbildung aus Kohlenoxyd und Wasserstoff bei Gegenwart 
on Nickel, da es die Wasserabspaltung durch Bindung desselben be- 
vinstigt. Auch bei unseren Versuchen kann unter Einflu8 des Aluminium- 
xydes im trockenen Gasgemisch die Reaktion sofort fast ausschlieBlich 
bis zum Methan verlaufen und Formaldehyd sich so nicht mehr fassen 
assen, Wahrend bei Gegenwart von Wasser die Beschleunigung der 
Reduktion durch Aluminiumoxyd mehr oder weniger aufgehoben wird, 
da das Oxyd durch das vorhandene Wasser abgesiittigt wird. Die hier 
bei der Alkalisierung des GuBstahls in beiden Gasgemischen beob- 
chtete Herabsetzung der Formaldehydausbeute steht in Uber- 
einstimmung mit dem Ergebnis der Versuche von F. Fischer und 
|. Jéger® iiber die Reduktion des Kohlenoxyds mit Wasserstoff im 
kalt-warmen Rohr an einer erhitzten Eisenspirale unter Hochdruck; 
wh dabei verschlechterte ein Bestreichen der Eisenspirale mit Alkali 
die Ausbeute an Formaldehyd, da das Alkali Kondensationen und 
Umlagerungen des Formaldehyds bewirkt. Bei alkalisierten Nickel- 
katalysatoren und gewéhnlichem Druck konnten H. Tropsch, A. Schellen- 
berg und A. v. Phillipovisch* eine Entstehung von Formaldehyd iiber- 
haupt nicht mehr feststellen. Wenn wir den Gustahl gliihten, erhielten 
wir dann nachweisbare Formaldehydmengen nicht mehr, mit Schmiede- 
eisen iiberhaupt nicht. Bei Graphit trat der EinfluB der Verteilung 
der _Kontaktsubstanz deutlich in Erscheinung, es war niamlich die 
Bildung von Formaldehyd und Aceton am Graphitpulver starker als 
sn Graphitstiicken. 

Nach diesen ‘Versuchen entstehen nachweisbare Mengen von 
Formaldehyd in Gemischen der Kohlenoxyde mit Wasserstoff oder 
des Kohlendioxyds mit Wasserdampf bei 300° und Atmospharendruck 
an den meisten Kontaktsubstanzen. Bei dieser Synthese von Form- 
aldehyd aus Kohlensiiure und Wasser auBerhalb des Pflanzenkérpers 
mit Hilfe von Kontaktsubstanzen war die die pflanzliche C-Assimilation 
treibende Lichtenergie durch Anwendung héherer Temperatur ersetzt. 


t Journ. Chem. Soc. 123, 1452, 1923. 

* Brennstoffchemie 6, 265, 1925. 

F. Fischer, ,,Ges. Abhandl. zur Kenntnis der Kohle“, VII, 68. 
* Ebendaselbst 64. 
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a S 
Gasgemisch 
Kontaktsubstanz ~-——- S 
CO, +H, COso,H,;+H,O0 CO,+H,O Cc 

Calciumearbid. . ++ 0 0 1 erat 
Kieselsiureanhydrid . . . ++ - ria 

Seesamd ..... . + + Leche cm Kol 
Siliciumearbid ; ++ (0) it. Q \ppa! 
Calciumsilicium : L-+. O00 ! = t Se 
Graphitpulver . +. 0 ck 
Kisencarbid . ' - 

Grauguf . ; t 0 
GuBstahl. . . . + 00 

Gubstahl, gegliht sss 
Schmiedeeisen. . . . vo 
GubBstahl mit Alkali . ; + Ow sohlet 

a ee Lo }. 1 
Natriumhydroxyd . . . . 1. 1 rset zt 
Natriumsilikat ..... - }-+- @ m | 
Bimsstein om 
Faserasbest . : wel 
Kaolin . . — . ‘i 
Roter Ton . av t ) ae 
es 6 <i + — 
Holzkohle .... 1% yuarzZ 
Blutkohle. . ; : ) () \pp- 
EiweiSkohle ware heme wen 
Zuckerkohle 7 +--+ mp 
Aktive Kohle . F + rhoh 
Calciumearbonat . : {. + OO trug 
Bariumcarbonat ashe 
Calciumoxyd bt 

Bariumoxyd gate i 
Kaliglas . . . he 0 ++ - 
Natriumehlorid ; L t 1 ne | 
Aluminiumoxyd. ... . — 7 ase | 
Aluminiumoxyd hisen- gati 
oxyd. 7 Z 
Kisenoxvd ; ao 4 
P| 
, 
' A. Wasserstoff und Kohlendioxyd. 
Apparatur. 
ly 
Ein 50em langes Verbrennungsrohr vom Durchmesser 17 mm C 


in einem 30 cm langen Ofen; im Innern des Rohres befindet sich ein Kupie: . 
drahtgitter an der Stelle, an der das Rohr aus dem Ofen heraustritt; 


» 
Gitter erméglicht das Fiillen des Rohres und verhindert ein MitreiBer - 
Fiillung durch den Gasstrom. Die Fiillung erstreckt sich von diesem Gitt 
ab 25cm gegen die Einstrémungséffnung des Gases, so da8 der Teil d W 
erhitzten Rohres (5 cm), in welchen das Gas eintritt, frei von Fiillung ist ig 
Das Gas wird aus einem Gasometer oder dem Kippapparat (CO,) ent- ahler 
nommen und vor dem Eintritt in das Rohr in einer Waschflasche mit k: 
trierter H,SO, getrocknet (App. A). Um unter Ausschlu8 von Ko! 
saiure zu arbeiten, schickte man den aus dem Gasometer komm 
Gasstrom noch durch konzentrierte Kalilauge (App. B). Der aus dem R - 


austretende Gasstrom durchstreicht zwei teilweise mit Wasser (je 30) 
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e, von auBen mit Eis gekiihlte Waschflaschen, in welchen die 
hnlicher Temperatur fliissigen und die im Wasser léslichen Bestand 
Gasstromes zuriickgehalten werden sollen. Man leitet das Gas 
durch das gefiillte Rohr und erhitzt; ist die gewiinschte Tem- 
erreicht, so wird der Gasstrom je nach Bedarf beschleunigt oder 
rlangsamt. Um beim Uberleiten von Wasserstoff oder Wasserstoff- 
hlensiuregemisch Sauerstoff méglichst auszuschlieBen, wird die 
paratur etwas geindert. Zwischen Gasometer und Réhre waren zwei 
t Schwefelséure beschickte Waschflaschen und noch ein Caleciumchlorid- 
ckenturm eingeschaltet. Der aus den mit Wasser gefiillten Vorlagen 
istretende Gasstrom wird in einem zweiten Gasometer aufgefangen und 
n dort wieder in den ersten zuriickgeleitet. Zu Beginn schickte man hier 
is dem Kipp so lange Kohlenséiure durch das gefiillte Rohr, bis die Luft 
sraus entfernt war; erst dann erhitzte man und leitete nach Abstellen des 
Kohlenséurestromes das betreffende Gas durch die Réhre (App. C). Um 
wh Versuche unter Beigabe von Wasserdampf ausfiihren zu kénnen, 
rsetzten wir das Glasrohr durch ein entsprechendes Quarzrohr, die aus 
m Kipp kommende Kohlensiure passiert vor Eintritt in das Rohr in 
vm Kolben sich befindendes kochendes Wasser: das Zuleitungsrohr ist 
weit in das Quarzrohr eingefiihrt, daB der nasse Gasstrom unmittelbar 
f die erhitzte Fiillung trifft. Um eine Abkiihlung des aus dem kochenden 
Wasser kommenden Gasstromes mdglichst zu vermeiden, ragt hier das 


arzrohr an der dem Kipp zugekehrten Seite nur wenig aus dem Ofen 
\pp. D). Die Temperatur wurde gemessen durch Anlegen eines Thermo 
ters an das Rohr; nach Sabatier' ist die im Innern des Rohres bestehende 
mperatur 10°, héher als die abgelesene; wir fanden die erstere durch 
rhdhung der jeweils abgelesenen um 10°. Wenn nicht besonders bemerkt 
trug sie ungefahr 300°. Meist wurde das Gas 1 Stunde mit einer Strémungs- 
eschwindigkeit von ungefaihr 45 Liter in der Stunde tibergeleitet. Das 
hr ist in der 25em langen Schicht méglichst bis oben hin mit der be- 
ffenden Substanz gefiillt. Durch wiederholte Ausfiihrung der Versuche 
ne Fiillung des Rohres wurde festgestellt, da8 nach dem Uberleiten der 
ise in diesem Falle die mit der Vorlage anzustellenden Reaktionen stets 
egativ verlaufen. 
Zum Nachweis des Formaldehyds benutzten wir folgende Reagenzien: 
Phloroglucin-Kalilauge (Sabalits:hka-Riesenberg) R 2, 
Phloroglucin-Salzsaéure (Weber-Zollens) R 3, 
Resorecin-Schwefelsiure (Cohn, abgeindert nach Sabalitschka und 
Harnisch) R 4, 
Guajakol- und Apomorphin-Schwefelséure (P/yl, Rei/ und Hanner) R 6, 
Carbazol-Schwefelsiure (Gabutti) R 10, 
Benzoylsuperoxyd-Schwefelsiure (Golodetz) R 11, 
Phenylhydrazinchlorhydrat-Nitroprussidnatrium-Alkali (Rimini) R 18, 
Fuchsin-schweflige Saéure (Fincke) R 20. 


‘ 


Wir haben iiber diese Reaktionen, ihre Empfindlichkeit und Ein- 
itigkeit bereits eingehend berichtet und méchten darauf verweisen®. Die 
Jahlen beziehen sich auf die dortige Reihenfolge; es seien hier die Reagenzien 


' Sabatier, ,,Die Katalyse“, 8. 100, Leipzig 1927. 
* Th. Sabalitschka und C. Harnisch, Pharmazeut. Zentralh. 67, 289, 
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weiterhin nur bezeichnet mit R2, R3 usw. R4 gibt zugleich die Gegenya, 
von Acetaldehyd zu erkennen. Fiel die sehr empfindliche Probe R 2 , 
schwach positiv aus, so stellten wir zum Vergleich auch immer die P, b 
mit reinem Wasser an. 

Zum Nachweis des Acetons bedienten wir uns der Reaktione) 
Lieben und Gunning. Erstere erbringt den Nachweis von noch we; 
als 0,0001 mm, letztere gestattet die Unterscheidung des Acetons 
Acetaldehyd, Alkohol usw. Die Reaktion nach Lieben fiihrten wir j; 
von P. Bohrisch? angegebenen Weise aus. Die beiden Reaktionen sei 
weiterhin mit R-L und R-G bezeichnet. 


1. Calciwmcarbid. 

a) Rohes. Aus dem Kipp wird durch App. A CO, geleitet und zug 
das in dem Rohre sich befindende Carbid erhitzt; nachdem einige 7 
bei 300° CO, weiter iibergeleitet war, wechselten wir das vorgelegte Wass 
und leiteten hierauf 2 Stunden aus dem Gasometer langsam ein (0O,-H 
Gemisch (1:2 Vol.) iiber die Fiillung. Die erste Vorlage gab folgend 
Reaktion: R 2 tiefrosa, R 20 violettblau, R 4 rosa Ring, dariiber w: 
Nebel, R-L nach mehrstiindigem Stehen deutlich Jodoformgeruch. Da 
Wasser der zweiten Vorlage gab keine dieser Reaktionen. 

Das wiahrend des Durchleitens von CO, vorgelegte Wasser ga 
R 2 hellrosa, R-L starken Jodoformniederschlag. Da somit das ; 
Calciumearbid beim Erhitzen im Kohlensaéurestrom schon fiir sich For 
aldehyd und Aceton abgibt, erhitzten wir 500 g desselben in einer Kupi 
retorte stark ohne es aber zu gliihen. Die entweichenden Dampfe wurd 
durch einen Kiihler in Wasser geleitet. Wiahrend des Erhitzens des Car! 
entwickelten sich zuerst bléiuliche, dann dichte gelbweiBe Nebel, wahre: 


ein gelbbraunliches Ol iiberdestillierte; nach 1 Stunde war eine Entwickluy 


von Dampfen und O1 nicht mehr bemerkbar, aber die Destillation, 
spater sich ergab, noch nicht beendet. Beim Ausathern des vorgelegt 


Wassers erhielten wir 0,54 ¢ élartige Substanz. Die ausgeatherte Losuny 


gab folgende Reaktion: R 2 rosa, R-L sofortige milchige Triibung, 
Jodoformabscheidung, R-G_ dasselbe. Bei einer ebenso ausgefiihrt 
Destillation des Carbids fanden wir in der Vorlage auch Methylalk 
Er wurde durch Eintauchen einer gliihenden Kupferspirale in die Fléissigk 
in Formaldehyd iibergefiihrt und dieser durch R2 nachgewiesen; 
Farbung war stirker als die mit R 2 direkt erhaltene. Durch einen \ 
versuch ist festgestellt, da®B ein Tropfen Methylalkohol in 10 cem Wass 
auf diese Weise mit R 2 eine deutliche Rosafarbung gibt. Bei Erhitzen wv 
schiedener Sorten technischen Calciumcarbids war das gegenseitige Meng 
verhaltnis dieser beobachteten Stoffe ganz verschieden. Es sei noch bemerk: 
daB die bei staérkerem Erhitzen auftretenden Dampfe auch beim Dun 
leiten durch drei mit Wasser gefiillte, gekiihlte Waschflaschen dort ni 
zuriickgehalten wurden. Woh! verblieben die in Wasser leicht léslic! 
Destillationsprodukte schon in den ersten beiden Waschflaschen so wei 
daB mit dem Wasser der dritten Waschflasche alle Reaktionen negat 
verliefen. Formaldehyd gab sich bei R 2 und R 18 (voriibergehende |i 


blaue Fiairbung) zu erkennen, und zwar schon beim Erhitzen des Carbiis 


auf 100 bis 150°. Bei einer Sorte Carbid fanden wir nach sehr stark 


1 Zeitschr. f. analyt. Chem. 24, 147, 1885. 
2 Pharmazeut. Zentralh. 48, 181, 1907. 
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auch Furfurol durch die mit Anilinacetat nach P. NV. van Eck! 


tst nde hellrosa Farbung. 
Gereinigtes. Wir gliihten das Carbid zur Reinigung eine halbe 
stu vor dem Geblase und leiteten hierauf in App. A das CO,-H,-Gemisch 


n dariiber. Jetzt verliefen die mit dem vorgelegten Wasser aus- 
rten Reaktionen alle negativ, und war auch eine Nebel- oder Olbildung 
eht mehr zu beobachten. 

Wir versuchten, die stérenden Verunreinigungen aus dem Carbid 

» bei niedererer Temperatur zu entfernen, indem wir im trockenen 

itstrom so lange erhitzten, bis im vorgelegten Wasser weder Aceton 
ch Formaldehyd nachweisbar waren; nach dem Erkalten brachten wir 
as Carbid in die App. A. Dort wurde es nochmals im CO,-Strom erhitzt 

|} dann nach Wechseln des vorgelegten Wassers im C O,-H,-Strom wie oben. 
Es traten Nebel und Ol nicht auf. Vorlage: R 2 tiefrosa, R 4 rosa Ring, 
jariber weiBe Ausfallung, R 10 hellblau, R-L keine Opaleszenz, erst nach 
ehrstiindigem Stehen deutlicher Jodoformgeruch. Das Calciumearbid 
rhitzten wir direkt im Rohre nochmals im trockenen Luftstrom; das 
labei vorgelegte Wasser gab keine der Reaktionen. Als wir dann in gleicher 
Weise wieder CO,-H, dariiber leiteten, erhielten wir mit der Vorlage wieder 
ieselbe Reaktion wie vorher. 

Beim Uberleiten eines feuchten CO,-H,-Stromes iiber dieses Carbid 
unter sonst gleichen Bedingungen war die Ausbeute von Formaldehyd 
twas gréBer. Um dieser Beobachtung nachzugehen, leiteten wir iiber das 
Carbid so lange trockene Luft bzw. CO,, bis in dem vorgelegten Wasser 
weder Formaldehyd noch Aceton nachweisbar waren. Dann wurde ein 
CO,-Strom, der vor dem Eintritt in das Rohr fiinf mit Eis gekiihlte, mit 
Wasser gefiillte Waschflaschen passiert hatte, tiber das Carbid geleitet; 
etzt erhielten wir nach zweistiindigem Durchleiten mit der Vorlage durch 
R2 eine hellrosa Farbung. 


2. Kieselsdureanh ydrid. 


a) Feines, weibes Pulver, bezogen von C. A. F. Kahlbaum, gegliiht 
eine halbe Stunde vor dem Geblise. Versuche: App. B, trockene, CO,-freie 
Luft, Vorlage alle Reaktionen negativ. App. A, trockene CO,, Vorlage 
wie vorher. App. C, CO,-H,-Gemisch, Vorlage R 2 stark rosa, R-L auch 
iach zwOlfstiindigem Stehen der Probe kein Jodoformgeruch. App. D, 
(0,-H,O0-Gemisch, Vorlage R 2 hellrosa, R-L 

b) Feinkérniger Seesand (Warnemiinde). Gegliiht eine halbe Stunde 
rv dem Geblise. App. C, CO,-H,-Gemisch, Vorlage R2_ tiefrosa, R 4 
rosa Ring, dariiber weiBe Ausflockung, R-L —-. App. D, CO,-H,O-Gemisch, 
Yorlage wie vorher. 

c) Eine konzentrierte Natriumsilikatlésung fallten wir mit 10° ,iger 
Salzsture und trockneten den sorgfaltig ausgewaschenen Niederschlag 
ei 130° mehrere Stunden. App. C, CO,-H,-Gemisch, beim Erhitzen auf 
300 bis 350° zeigte sich, daB die Substanz noch wasserhaltig war, Vorlage 
R2 tiefrosa, R4 roter Ring, weibe Ausflockung, R-L und R-G starke 
milchige Triibung, bald Jodoformabscheidung. Eine sofortige Wieder- 
lung des Versuchs mit derselben Fiillung, die jetzt trocken war, ergab 
n der Vorlage dieselben Reaktionen etwas schwacher. 


! Pharmaz. Weekbl. 60, 1204, 1923; Chem. Centralbl. 1924, I, S. 434; 
Jahresber. d. Pharmaz. 48, 137, 1923. 
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3. Siliciumcarbid. 


App. A, trockene CO,, Entstehung schwacher Nebel, Vorlage sch 
teeriger Geruch. App. C, CO,-H,-Gemisch 300 bis 350°, leicht: Nebel 
bildung, Vorlage teeriger Geruch, R2 kréaftig rosa, R10 hellblan, R 4 R2 
hellroter Ring, leichte, weiBe Ausflockung, R-L und R-G baldige 
Triibung und Jodoformgeruch. App. D, CO,-H,O-Gemisch, Vorlage RP 
tiefrosa, R 4 rosa Ring, dariiber nach 15 Minuten weiBer Ring, R-|, r} 
nach einigen Stunden deutlicher Jodoformgeruch. 

Die Versuche mit den folgenden Kontaktsubstanzen wurden in a: 
Weise ausgefiihrt; die dabei gemachten Beobachtungen iiber eine 1 
von Formaldehyd und Aceton zeigt die vorstehende Tabelle; ,,Spur 


Formaldehyd* (+) bedeutet eine schwache rosa Firbung, = .,.mel: rel 
Spuren™ ( +) eine starke rosa bis tiefrote Firbung bei R 2, ,,Spur ag | 
Aceton™ (0) bedeutet Geruch nach Jodoform, ,,mehr als Spuren“ ((i 
Triibung oder Niederschlag von Jodoform. Hier seien weiter nur Angal» Jeidl 
liber die Kontaktsubstanzen, Abanderungen der Versuchsmethodik oc) yur 
besondere Beobachtungen gemacht. S § 
4. Calciumsilicium. 5. Graphit. ir 
a) ErbsengroBe Stiicke. App. C, CO,-H,-Gemisch, trocken, sey 
Nebelbildung, Vorlage riecht aromatisch, R 2 rosa, R-L » von 10¢ ts 
der Vorlage wurde 1 cem abdestilliert, R-L auch mit dem Destillat _ 
b) Feines Pulver. App. C, CO,-H,-Gemisch, trocken, Vorlage Rk : 
tiefrosa, R10 hellblau, R-G leichter Jodoformniederschlag. ig 
6. Eisencarbid. ain 
App. A, trockene CO,, 350 bis 400°, Vorlage enthalt Ammoniak, Der 
nichts nachweisbar. Extr 
- Kise Mt. . lbl 
a) GrauguBspaine, b) GuBstahlspine und ce) Schmiedeeisensja 
simtlich 6lfrei. d) GuBstahlspine wurden mit Kalilauge benetzt, auf «i: 
Wasserbad getrocknet und erhitzt. uft 
irf 
8. Baryt. vegli 
ErbsengroBe Bimssteinstiickchen wurden gegliiht und nach dem trocl 
kalten in Barytlauge 1 Stunde gekocht; nach dem AbgieBen der Fliissigkei: rl 
wurden sie bei 130° getrocknet. \OK 
iy’ 
9. Natriumhydroxyd. wl 
, . ‘ . . wer 
Wie unter 8. auf Bimsstein niedergeschlagen. ne 
10. Natriumsilikat. 
Wie unter 8. auf Bimsstein niedergeschlagen, aber zum endgiiltiv: 
"W — e . . fe . ° ty " a 
rrocknen einige Zeit bei 250° im App. A im CO,-Strom erhitzt. lie 
: . Men: 
11. Bimsstein. Dy 
ErbsengroBe Stiicke, gegliiht. hitze 
Holz 


12. Faserasbest. 
Gegliiht und in CO, (App. C) noch einmal erhitzt. CO, 
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13. Kaoli ve 


lin wurde in einem Koélbchen erhitzt und die Dampfe in 15 cem 


ebe] + kis gekiihltes Wasser geleitet. Reaktion: Anilinacetat tiefrot (Furfurol), 
R4 rp 2 rosa, R 10 malvengrau mit violettem Unterton, R 6 rot, bald in blau- 
9 iibergehend, R-L reichlicher Jodoformniederschlag, auf dem Wasser 
Re lig icht bréunliche Schicht; bei Extraktion des Kaolins mit Ather 
rst rl man ungefahr 0,05°, leicht briunliches Ol. App. A, Kaolin wurde 


a in trockener CO, bei 350° erhitzt, bis in vorgelegtem Wasser Furfurol 
\ceton und auch die élige Substanz nicht mehr nachweisbar waren; 
CO,-H,-Gemisch. 

Weiber Bolus gab dieselben Stoffe in noch gréBerer Ausbeute beim 
rekten Erhitzen als oben die pulverférmige Porzellanerde. Roter Bolus 
zwei Formen vor, namlich als walnuBgroBe, weiche, runde Sticke. 
TD ie sich im Mérser leicht pulvern lieBen, und als harte, gréBere Stiicke. 

Beide Formen verhielten sich beim Erhitzen verschieden. Die harten Stiicke 
vurden grob gepulvert und im Luftstrom erhitzt; dabei entwich Wasser, 

is sich im kélteren Teile des Rohres kondensierte und in dem durch R2 
rosa Farbe, die allmahlich in ein haltbares briéiunliches Rosa iiberging, 
uch R 6 ein erst graugriimer Ring mit violettem Unterton, nachher voll 
standige violette Farbung, durch Anilinacetat eine intensive Rotfarbung 
tstand. Diese Stiicke wurden so lange in CQ, erhitzt, bis das Wasser 
iraus entfernt war und die Vorlage keine Reaktion mehr gab; jetzt CO,-H,- 
emisch. Nachweis von CH,OH wie unter | positiv. Die runden Bolustiicke 
twickelten beim Erhitzen fiir sich starke Nebel, gelbgefarbtes Wasse1 

1 Ol. Das Wasser, in welchem die entweichenden Dampfe aufgefangen 

wren, wurde durch Kohle filtriert und auf das Zehnfache verdiinnt. In 

m Filtrat waren Furfurol und Aceton in erheblicher Menge nachweisbar. 
Der erhitzte Bolusriickstand war stark mit Kohle durchsetzt. Bei der 
Extraktion mit Ather erhielten wir aus diesem roten Bolus ungefahr 0,1‘ 


R 


velbbraunes Ol. 
14. Koks. 

Der Koks war stark wasserhaltig. Beim Erhitzen im CO,-, H,- oder 
ufitstrom entwickelte er Nebel, und im vorgelegten Wasser fand sich 
Furfurol und Aceton; es roch teerig. Der Koks wurde kurze Zeit stark 
vegliiht und nach dem Erkalten in erbsengroBe Stiicke zerschlagen. App. A, 
trockene CQ,, Vorlage alle Reaktionen : App. C, CO,-H,-Gemisch, 
Vorlage R 2 rosa, R-L —. Der Versuch wurde wiederholt, wobei aber det 
Koks nicht gegliht, sondern direkt im Rohre im CO,-Strom so lange bei 
0° erhitzt wurde, bis in der Vorlage Furfurol und Aceton nicht mehr 
achweisbar waren; jetzt CO,-H,-Gemisch, 400°, Vorlage R 2 rosa, R-L 
her 2cem Destillat von 1) cem Vorlage gaben Opaleszenz und Jodoform 
geruch, 

15. Holzkohle. 

Es wurde so lange trockene CO, iibergeleitet, bis Furfurol und Aceton 
der Vorlage nicht mehr nachweisbar waren. Die entstehenden Mengen 
lieser Stoffe waren bei den einzelnen Sorten sehr verschieden; nur geringe 
Mengen gab z. B. die Holzkohle von C.A.F. Kahlbaum, gréBere Mengen gaben 
die aus Apotheken bezogenen Proben. Bei ersterer entstanden beim Er 
hitzen keine Nebel, bei letzteren weiBe bis graugelbe Dampfe. App. C, 
Holzkohle wurde so lange in trockener CO, erhitzt, bis im vorgelegten Wasser 
lie genannten Verunreinigungen nicht mehr nachweisbar waren: jetzt 

C0,-H,-Gemisch. 


is* 








- 
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16. Blutkohle. 


Zu den Versuchen diente eine von C. A. F. Kahlbaum bezogene Bhi:t ko) 
und eine selbstbereitete; wir trinkten Bimssteinstiickchen mit Rinder}|yy; 
erhitzten sie hierauf bis zur Verkohlung und trockneten bei 130°. 


17. EiweiBkohle. 
Gegliihte Bimssteinstiickchen kochte man 14, Stunden in einer Gelati) 
lésung und trocknete sie; hierauf verkohlte man die aufgenommene Gelati; 
und trocknete weiter bei 150°. 


18. Zuckerkohle. 

Die Zuckerkohle war teils bezogen, teils ebenso wie die Eiweii}ko} 
auf Bimsstein niedergeschlagen. Die bezogene Zuckerkohle war wasserhaltiy 
wurde sie direkt in App. A gebracht und dariiber CO, geleitet, so gal «i 
Vorlage mit R 2 Rosafarbung, R 10 hellblaue Farbung und R-L intensive; 
Jodoformgeruch; nach mehrstiindigem Trocknen bei 130° gab die Koh 
unter den gleichen Bedingungen diese Reaktionen in der Vorlage nich 
mehr. App. C, CO,, alle Reaktionen —; CO,-H,-Gemisch, Vorlage R 2 
tiefrosa, R 20 rotviolett, R 10 hellblau, R-L —; die von uns auf Bimsstei 
niedergeschlagene Kohle gab bei demselben Versuch in der Vorlage kein 
Reaktionen. 

19. Aktive Kohle. 

Sie gab beim Erhitzen im trockenen CO,-Strom Furfurol und Acet: 
und war stark wasserhaltig. App. C, so lange CO,, bis Vorlage alle R: 
aktionen —-; dann CO,-H,-Gemisch. 


20. Calciumcarbonat. 

Calciumearbonatpulver und Marmorstiickchen verhielten sich ziemlic! 
gleichartig. 

21. Bariumcarbonat. 

a) App. A, roher Witherit, trockene CO,, Vorlage R-L und R-G Jod 
formtribung. Daher wurde der WitLerit stark gegliiht. App. C, trocken 
CO,, Vorlage alle Reaktionen jetzt — .; weiter CO,-H,-Gemisch. b) Reines 
Bariumcarbonat. 


22. Calciumoryd, 23. bariumoxyd. 24. Kaliglasscherben. 
5 


t 


. Natriumchlorid. 

Gegliihte Dinsesteibabicieaten wurden langere Zeit mit konzentrierte: 
‘NaCl-Lésung gekocht und dann getrocknet. App. B, CO,-freie Luft bi 
zur Entfernung des noch anhaftenden Wassers, dann App. C, CO,-H, 
Gemisch. 

26. Aluminiumoxyd. 


a) Reines. b) Schmirgel. Die graubraunen, harten Stiicke wurde 
klein geschlagen. App. A, trockene, CO,-freie Luft, Vorlage Anilinacetatrot 
(Furfurol), R 2 rosa mit braéunlicher Nuance, R 10 tief violettblau, R-L unc 
R-G starker Jodoformniederschlag; daher wurde der Schmirgel stark 
gegliiht und jetzt gegeben in App. C, CO,-H,-Gemisch, Vorlage R 2 rosa 
bis tiefrosa, je nach der Versuchsdauer (1 bis 4 Stunden), R-L —. App. D 
CO,-H,O-Gemisch, starkere Formaldehydreaktionen als vorher, Aceton 


Ver 
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entsprechen den unter A benutzten Kontaktsubstanzen. 
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27. Aluminiumoryd und Eisenoxyd. 


Das Gemisch, sorgfaltig getrocknet, verhielt sich wie der Schmirgel. 


28. Eisenoxyd. 


B. Wasserstoff und Kohlenoxyd. 


Diese Versuche wurden nur in App.C, und zwar unter folgenden 
ngungen ausgefiihrt: 350 bis 400°; Gasgemisch CO und H zu gleichen 
reilen; Gasstrom etwa 45 Liter in der Stunde; CO kam vom CGasometer, 
H wurde im Kipp entwickelt; zu Beginn der Versuche wird ohne Erhitzen 
lange CO, durch die Apparatur geleitet, bis die Luft daraus verdringt 
st, hierauf der CO-H,-Strom eingeschaltet und gleichzeitig rasch erhitzt; 
ler CO-H,-Strom passierte zur Beseitigung etwa vorhandener CO, 40° ige 


1 


Kalilauge. 
1. Silictumcarbid. 
Schichtlange 17 em, Versuchsdauer | Stunde, Vorlage R 2 . R-L 
Versuchsdauer 2 Stunden, Vorlage R 2 rosa, R-L ; Schichtlange 30 cm, 
Versuchsdauer | Stunde, Vorlage R 2 tiefrosa, R 4 roter Ring mit weier 


\usflockung, R-L Jodoformtriibung. 


2. Calciumsilicium. 
}. Graphitstaub. 

Mit Graphitstaub gepuderte Bimssteinstiickchen, Schichtlange 25 em, 
Versuchsdauer 1 Stunde, Vorlage R2 rosa, R4 hellroter Ring, dariiber 
veibe Ausflockung, R-L starke Jodoformtriibung. Graphit ohne Bimsstein- 
stiicke, Schichtlinge 25 em, Versuchsdauer | Stunde, Vorlage R 2 intensiv 

sa, R 10 hellblau, R 18 bald voriibergehende Blaufarbung, R-L und R-G 
lodoformniederschlag. 


Kkisencarbid, 5. Koks, 6. Biutkohle, 7. EiweiBkohle, 8. Calciumcarbonat, 
/. Faserasbest, 10. Eisen, 11. Paryt,.12. Aluminiumoxyd, 13. Aluminium- 
oxyd + Eisenoaxyd 
Das Gasgemisch 


wurde stets 1 Stunde iibergeleitet. 











Uber einige Anhydride der Aminosiuren aus Gelatine 
(Hydrolyse nach der Methode von Zelinsky-Ssadikow). 


Von 
N. Gawrilow und K. Lawrowsky. 
(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der I. Universitat in Moska 


(Eingegangen am 12. September 1927.) 


Nachdem Zelinsky und Ssadikow (1) eine Methode zur Hydrolys 
der Proteine beschrieben hatten, die die Isolierung einer Anzahl! von 
Anhydriden der Aminosiuren erméglichte, wurde die Frage nach der 
Méglichkeit der Praexistenz von Anhydridgruppierungen im Eiweil 
molekil in der Literatur erértert (2). Eine ganze Reihe Untersuchungen 
verschiedener Autoren hat nach unserer Meinung mit sehr viel Wahr 
scheinlichkeit gezeigt, daB die Auffassung von Zelinsky, NSsadikou 
Herzog, Brigl und Abderhalden [der sich etwas spiter der Theorie de1 
Anhydridstruktur der Proteine auch anschloB (3)] auf reeller Basis 
aufgebaut ist. Immerhin war es fiir uns von Bedeutung, diese Methoc 
auch zur Untersuchung der so gut bekannten Gelatine anzuwenden 
denn schon 1906 (5) wurden unter deren Spaltungsprodukten dure! 
Trypsin Anhydride gefunden. Diese Anhydride waren optisch akti 
falls man mit der Methode von Zelinsky-Ssadikow ebenfalls optisc! 
aktive Anhydride isolieren kénnte, ware die Frage, ob die bei der Auto 
klavenhydrolyse auftretenden Anhydride im Eiwei8 vorgebildet seien 
positiv entschieden. Es ist uns wirklich gelungen, |-Prolilglycinanhy«ri 
in optisch aktiver Form zu isolieren. Dieses Anhydrid erwies sich mi! 
dem von Levene und Beatty dargestellten als identisch. AuBerdem gelanz 
es uns auch, |-Leucinglycinanhydrid zu isolieren und seine Struktw 
nachzuweisen. Bei der Extraktion des Hydrolysats mit Essigiit her 
werden augenscheinlich auch andere Anhydride extrahiert, die sich 
indessen durch vielstiindiges Kochen mit Essigither oder sogar bei 
bloBer Umkristallisation in die entsprechenden Aminoséuren spalten 
Wir untersuchten diese sekundar hydrolysierten Spalt ungsprodukt: 
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\ 

yereits isolierter Anhydride; sie erwiesen sich als ein Gemisch von 
\minosauren, Glykokoll und Leucin. Die Anwesenheit von Prolin 
konnte nur durch die Fichtenspanreaktion nachgewiesen werden, 
enn der Prolinester ist, wie bekannt, durch fraktionierte Destillation 


Leucinester sehr schwer zu trennen. 

lie erstere durch Essigather ausgezogene Fraktion bestand demnach 
jauptsachlich aus zwei Anhydriden, |-Prolilglycinanhydrid und |-Leucin- 
Jjvenanhydrid. Diese Fraktion macht ungefahr 10°, der hydrolysierten 
(elatine aus, 

Ks werden also bei der EiweiBhydrolyse nach Zelinsky-Ssadikow 
Js Reaktionsprodukte Anhydride gewonnen, die identisch sind mit 
en Reaktionsprodukten der tryptischen Verdauung, welche nach 
Jlen bisherigen Untersuchungen noch niemals die Bildung von Diketo- 
piperazinen infolge einer sekundaren Reaktion verursacht hat. Die 
it Frdnkels Anhydridase (4) erhaltenen Anhydride sind sicherlich 
keine Diketopiperazine. 

Es muB hier auch bemerkt sein, daB die Veranderung in der Methode 
von Zelinsky-Ssadikow, welche Abderhalden verlangt, niamlich die 
Extraktion nicht aus der Lésung, sondern aus dem trockenen Hydrolysat 
im Soxhletschen Apparat, unzweckmaBig ist. Unsere Erfahrung hat 
vezeigt, daB auf diese Weise die Extraktion langer dauert und viel 
weniger Produkte erhalten werden, als wenn die Lésung in Maassans 
Extraktor extrahiert wird, wie es die oben erwahnten Autoren gemacht 
haben. 

Obwohl wir das Hydrolysat und den Essigaéther fortwaihrend auf 
neutrale Reaktion priiften, begann schon im Extraktor die Hydrolyse 
der ausgezogenen Anhydride. Darum ist es ratsam, bei monatelanger 
Extraktion die extrahierte Lésung taglich durch frischen Essigither 
wersetzen. Solch ein Ersatz wird héchstwahrscheinlich die Anhydride 
vor weiterer Hydrolyse schiitzen. 

Aus den Bestimmungen des Ammoniaks und des Aminostickstoffs 
ist es ersichtlich, daB das Verhiltnis von Amino- zu Gesamtstickstotf 
sich nach der Extraktion vergréBert hat. 





®/o von Aminos und Verhaltn's von 
Ammoniakstickstoff ‘ NH, A minostickstoff 
zu Gesamt-N zu Gesamt-N 
Vor der Extraktion . . . 30.6 4.8 25,8 
Nach der Extraktion . . 33.5 0.45 33.05 


Diese Verinderung stimmt mit der Extraktion von 10% des mit 
Formol nicht titrierbaren Stickstoffs aus den Anhydriden des Hydro- 
lvsats tiberein. 
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Experimenteller Teil. 


500 g Gelatine wurden in 5 Liter 1,5 “%iger Schwefelsiure o¢jic 
und im Autoklaven bei 180° und 10 Atmospharen Druck 3 Stund. 
erhitzt. Das erhaltene Hydrolysat ist orange gefarbt. Die Biuretreakt in, 
ist negativ, mit Ninhydrin und mit Pikrinsiure und Soda gibt es posit 
Reaktion. Die Lésung wurde mit Ba(OH),, zuletzt mit Bao, ny 
tralisiert. Im Hydrolysat wurden der Gesamtstickstoff nach K je//q) 
der Aminostickstoff nach Sdérensen und das Ammoniak dureh \| 
destillieren iiber MgO bestimmt. 

Es wurden in Prozenten von Gesamtstickstoff gefunden: Amin 
stickstoff nach Sérensen 30,6 %, (N H,-Stickstoff inbegriffen), Ammoniak 
stickstoff 4,8 %. 

Das neutralisierte Hydrolysat wurde auf dem Wasserbade |y 
40° und 10 bis 11 mm Druck konzentriert. Nach abermaligem A) 
destillieren mit absolutem Alkohol wurde es im Vakuumtrockenappara’ 
bei 45° und 10 mm getrocknet. 


Extraktion mit Essigather. 

Die Extraktion mit Essigather wurde gleichzeitig in zwei Apparate: 
vorgenommen, im Extraktor von Soxhlet (trockenes Pulver) und 
Maassans Extraktor fiir Fliissigkeiten (wisserige Lésung des Hydr 
lysats). Beide Apparate arbeiteten 4 Tage. Es wurde konstatiert, dai) 
die Extraktion aus wisseriger Lésung schneller vor sich geht und der 
Extrakt heller ist als im Extraktor von Soxhlet, dessen Hiilse mit Lein 
verschmiert wird, was die Extraktion sehr verlangsamt. Desweye) 
wurde das trockene Hydrolysat wieder in Wasser gelést und in dey 
Apparat fiir Extraktion von Fliissigkeiten iibergefiihrt. Aus diese 
Versuchen geht hervor, daB die Extraktion aus wiisseriger Lésuny 
unvergleichlich bequemer ist: Sie fiihrt rascher zum Ziel, die Vor 
bereitung des Stoffes zur Extraktion beansprucht weniger Zeit in 
laBt weniger als bein mehrmaligen Trocknen irgendwelche Veranderungen 
im Stoff befiirchten. Die Extraktion mit Essigither wurde 20 Tay 
fortgesetzt, die Apparate arbeiteten Tag und Nacht. 

Es wurden aus dem Hydrolysat durch Essigither 50 g kristallinischer 
und 40g unkristallisierter Substanz ausgezogen. Die kristalliniscl: 
Substanz gibt mit Pikrinsiure und Soda positive Reaktion, desgleiche: 
mit Ninhydrin. Diese letzte Reaktion wurde erst am Ende der Extraktion 
festgestellt. Die ersten Portionen der kristallinischen Substanz ga! 
keine Ninhydrinreaktion. Auch ging am Ende der Extraktion da: 
nichtkristallisierende Ol in viel gréBerer Menge als im Anfang iiber 
Ganz zuletzt gingen in den Essigither schwer lésliche Kristalle tibet: 
die sich ohne jegliche Konzentrierung des Athers ausschieden, wahren¢ 
die ersten Portionen des Extraktes erst nach starkem Einengen krista!!! 
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Auch nach dem Aussehen unterschieden sich die ersten und 
etzten Kristallportionen sehr bedeutend. Die letzte Portion gab starkere 
Reaktion auf freie Aminoséuren, sie wurde in sehr kleiner Menge 


spertr 


erhaiten 


(ntersuchung der kristallinischen Substanz des Essigdatherextrakts 


+0 g der kristallinischen Substanz (10°, der genommenen Gelatine ) 
wurden aus Essigather umkristallisiert. Zur Lésung von 20g Kristallen 
braucht man 1 Liter kochenden Essigithers. Die umbkristallisierte 
Substanz gibt keine Ninhydrinreaktion mehr. 

Es hinterblieb nach der Kristallisation aus Essigather recht viel 
(|. das starke Reaktion auf Aminoséuren gab: augenscheinlich werden 
lie Anhydride dabei bedeutend zerstért. Das erhaltene Anhydrid 
wurde aus Isoamylalkohol umkristallisiert. Die Hauptfraktion schmilzt 
bei 182°, die Fraktion aus der Mutterlauge bei 155 bis 156°. Die Haupt- 
fraktion wurde noch einmal aus Isoamylalkohol umkristallisiert. Nach 
yeringem Einengen und Zusatz von Athylather wurde eine Fraktion 
yewonnen, die bei 180° sintert und bei 188° schmilzt. Beide Mutter- 
laugen wurden vereinigt, denn die Schmelzpunkte der sich ausscheidenden 
Kristalle erwiesen sich als sehr naheliegend (155 und 158 bis 159°). 
Die Fraktion mit Schmelzpunkt 188° wurden zum drittenmal aus 


lsoamylalkohol umkristallisiert. Nach Einengen im Vakuum und 
Zusatz von viel Athylather fielen reine farblose Kristalle aus. Sie wurden 
mit Ather gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet Der 


Schmelzpunkt blieb unverandert, 188° (korrigiert). 


Untersuchung der Fraktion mit Schmelzpunkt 188° 
Die Verbindung ist leicht léslich in Wasser, Athyl- und Methy!- 
alkohol, in groBen Mengen Essigither, unléslich in Ather, Chloroform 
ind Aceton, schmeckt bitter, gibt positive Reaktion mit Pikrinsaure 
ind Soda und keine Reaktion auf freie Aminosauren. Sie ist optisch 
aktiv, linksdrehend, (a) 9,2° in 1 “Siger wasseriger Lésung. Fichten- 
spanreaktion positiv. 


Mikroanalyse nach Pregl: 


3,887 mg Substanz geben 7,748 mg CO, 54,35°,, C 
3,887 ,, = » 2,427 , H,O 698°, H 
3,765 .. " - 7,507 ,, CO, 54,38°,, C 
3,765 ,, ad > aes mo 7,00°, H 
Gesamtstickstoff nach Ayjeldahl: 
0,1559 g Substanz enthalten 0,02729 g N 17,89°, N 
Fiir C,H,,N.O,: Ber.: 54,51% C,  6,54% H, = 18,18%, N; 


Gef.: 54,35°%, C, 6,98°%, H, 17,89°%, N. 
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Der Analyse nach kann man fiir die erhaltene Verbinduny jj 
Struktur des Glycinprolinanhydrids annehmen: 
CO OH, 
4 Nu nl 
mee CH* CO ert 
H,c_lcn, anh) 
Zur Bestatigung dieser Annahme wurde das Anhydrid bis ay 
Aminosiuren gespalten und die entstandenen Spaltungsproduks, 
untersucht. 
Spaltung des Prolilglycinanhydrids. 
lg Anhydrid in 10 cem 10 “iger H,SO, wurde 4 Stunden lang |) 
150° und 4 Atmospharen Druck im Autoklaven hydrolysiert. Alles |isi 
sich auf. Das Hydrolysat wurde erst mit Ba(OH),, dann mit Ba('() 
neutralisiert. Die Lésung schmeckt siiB und gibt keine Reaktion mi 
Pikrinsiiure und Soda. Nach Eindampfen bis zur Trockne auf den 
Wasserbade bei 40° und 10 mm Druck wurde absoluter Alkohol zugesetzt 
und nochmals in derselben Weise eingedampft. Sodann wurde der Rest 
mit absolutem Athylalkohol bis zum Verschwinden der Pyrrolreaktio: 
extrahiert. 


Untersuchung der in absolutem Alkohol unldslichen Fraktion des H ydrol ysais, us 


Der ungeléste Rest wurde mit 50cem Alkohol versetzt und die 
Aminosaure in iiblicher Weise verestert. Das Reaktionsprodukt wur 
im Vakuum auf zwei Drittel des Volumens konzentriert und nov! 
einmal verestert. Beim Stehen in der Kalte schied sich das Chlorhydra' 


des Esters aus; es wurde abfiltriert, mit absolutem Alkohol gewascher rhi 
und im Vakuumexsikkator getrocknet, schmilzt bei 143 bis 144° filtr 
3,385 mg Substanz geben 4,258 ng CO, 34,33 % 
3,385 ,, 7 « C2» oO 4.47% H rw 
Fiir C,H,NO,HCI: Ber.: 24,4 °C, 4,46% H; 


Gef.: 34,35°, C, 447°, H. 


Untersuchung der in absolutem Alkohol léslichen Fraktion des H ydrolysats 


Die alkoholische Lésung wurde im Vakuum bei 10 mm_ Druck = 
getrocknet, der trockene Rest wieder in Alkohol gelést und eingedampft “ch 
Nach Abkiihlen bildete sich ein kristallinischer Niederschlag von siiben aa 
Geschmack. Pyrrolreaktion positiv. Nach Umkristallisieren aus ab ws 
solutem Alkohol und Trocknen im Vakuumexsikkator schmilzt er: LL 


bei 220 bis 221° und sintert schon bei 212 bis 215°. 
Stickstoff nach Kjeldahl: 
0,1310 g Substanz enthalten 0,0163 ¢ N 12,46% N 
Fiir Prolin: Ber.: 12,17°% N:;: 
Gef.: 12,46% N. get 
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i Teil des Niederschlags wurde zur Herstellung des Prolinpikrats 
yerw l let 
ic Fraktion mit Schmelzpunkt 188° besteht also aus |-Prolilglycin- 
anhvarid Alle physikalischen und chemischen Eigenschaften der 


erhaltenen Verbindung sind mit denen des synthetischen Prolilglycin- 
anhvdrids identisch. Nur der Schmelzpunkt des isolierten Produktes 188° 
it niedriger als der des synthetischen (211°). Ein ahnliches Produkt 
wurde von Levene und Beatty bei tryptischer Verdauung von Gelatine 
soliert. Der Schmelzpunkt war noch etwas niedriger (182 bis 183°) 


Untersuchung des bei der Essigdtherextraktion erhaltenen Oles 


Das Ol wurde mehrmals mit kochendem Essigither behandelt 
Das erhaltene Produkt gibt keine Reaktion auf Anhydride und enthalt 
wyenscheinlich nur freie Aminosiuren. Fichtenspan- und Ninhydrin- 
reaktion positiv. 

Das Ol wurde mit absolutem Alkohol versetzt und mit trockenem 
Salzsauregas iibersittigt; nach Einengen wurde die Esterifizierung 
viederholt. Nach zweitagigem Stehen in der Kalte bildete sich im 
s auf ein Drittel des Volumens konzentrierten Reaktionsprodukt 
kein Niederschlag. Die freien Ester der Aminoséuren wurden darauf 
wis dem Estergemisch isoliert. Es wurden bei fraktionierter Destillation 
folyende Fraktionen erhalten. 


Bei 10 bis 12mm Druck und 50 bis 65° . . . etwa 20g, 
~~ » OF ww o =< “@ Se. is  ~ Se 
Die Fraktion mit Kp. 50 bis 65° wurde im zugeschmolzenen Rohr 
rhitzt. Beim Abkiihlen schieden sich farblose Kristalle aus, die ab- 
filtriert und mit absolutem Ather gewaschen wurden. ‘ 
Sie sintern bei 245° und schmelzen bei 274° Der Schmelzpunkt 
erweist sich als der des Diketopiperazins. 


3,785 mg enthalten 5,837 mg CO, 42,06°, C, 
S765 .. ae 1,732 ,, H,O 5.11% H. 


Fiir Diketopiperazin theoretisch 42,08 % C, 5,3°% H. Die bei 65 
bis 86° tibergehende Fraktion gibt ausgepriigte Pyrrolreaktion. Nach 
Erhitzen im zugeschmolzenen Rohr bildeten sich Kristalle. Der Nieder- 
shlag wurde sogleich abfiltriert und mit absolutem Athylather bis 
zum volligen Verschwinden der Pyrrolreaktion gewaschen. Der Schmelz- 
punkt (270 bis 271° mit starker Zersetzung) entspricht dem 
|-Leucinimid. 

3,706 mg enthalten 8,641 mg CO, 63,58°, C, 
3,706 ,, . 3,247 ,. H,O 9.79%, H. 


Fir Leucinimid theoretisch berechnet 63,69°%C, 9,.8°%H. Es 
gelang nicht, Prolin zu isolieren, aber die stark positive Fichtenspan- 
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reaktion im Filtrat des Leucinimids und in der Lésung des Psty> 
vor der Anhydridbildung laBt auf die Anwesenheit von Prolin 
untersuchten Ol schlieBen. 


Das Ol bestand also aus drei freien Aminosiuren: Glyein, Leueiy 
und Prolin. Keine von diesen Aminoséuren ist in Essigither |islic) 
und darum muB man daraus schlieBen, daB diese Aminoséuren (jp 
Spaltung der durch Essigather extrahierten Anhydride entstanden xij 


Untersuchung der in Essigadther schwer léslichen Kristallfraktic 


10g Substanz wurden aus Essigither umkristallisiert Na 
zweimaliger Umkristallisation gab der Niederschlag nur noch Anhydri 
reaktion. Bei fraktionierter Kristallisation aus Amylalkohol w uri 
zwei Fraktionen gewonnen, mit Schmelzpunkt 180 bis 185° und |; 
bis 199°. 
Mikroanalyse der Fraktion mit Schmelzpunkt 195 bis 199°: 
0,916 mg Substanz geben 5,981 mg CO, 55,94°,, ©, 
0,916 ,, 9° o» 2,271 ,, H,O 8,71°, H 
Stickstoff nach Kjeldahl: 
0,10875 ¢ Substanz enthalten 0.018208 ¢ N 16,.81°. N 


Fiir die Verbindung C,H,,N,O,: Ber.: 56,43°, C, 8,29°, H,  16,47°, N 
Gef.: 55,949, C, 8,71% H, 16,81°. N 
Nach der Elementaranalyse liegt augenscheinlich Leucinglycu 
anhydrid vor. 
Hydrolyse des Anhydrids. 


lg Substanz wurde im Autoklaven mit 10°, iger H,SO, hydr 
lysiert. Nach 2 Tagen schied sich das Chlorhydrat des Esters ab. |er 
Niederschlag wurde abfiltriert, mit absolutem Ather gewaschen und i 
Vakuumexsikkator getrocknet, Schmelzpunkt 143 bis 144°. Im unter 
suchten Anhydrid war also Glykokoll vorhanden. 


Das Filtrat von dem Chlorhydrat des Glykokollesters wurde 2 
zweitenmal verestert; es bildete sich selbst bei langem Stehen kei 
Niederschlag. Aus dem Reaktionsprodukt wurden dann die Ester 
in freiem Zustande erhalten und die bei 70 bis 85° und 10 mm Druck 
iibergegangene Fraktion im zugeschmolzenen Rohr erhitzt. Nac! 
dem Erkalten bildete sich ein Niederschlag, der abfiltriert, mit absoluten 


Ather gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet wurde, Schmelz 
cle 


punkt 268 bis 270°, was dem Leucinimid entspricht. Die Menge des 


erhaltenen Niederschlags war fiir eine Analyse zu gering. Dennoc! 
kann man das untersuchte Produkt als Glycil-Leucinanhydrid ansehen 
Einige Zweifel erweckt nur der Schmelzpunkt, der niedriger als bein 
analogen, aus Elastin isolierten Anhydrid liegt. 
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. die Fraktion mit Schmelzpunkt 180 bis 185° in sehr geringer 
Menge erhalten war und bei wiederholter Umkristallisation keinen 
ystandigen Schmelzpunkt gab, wurde sie nicht weiter untersucht 
es war kein einheitliches Produkt, sondern ein Gemisch verschiedener 
Verbindungen 
Chloroformextraktion. 
Bei der Extraktion des Hydrolysats mit Chloroform ging im Laufe 
n 120 Stunden nichts in den Extrakt tiber. 
\uch durch Athylather konnte nichts extrahiert werden. 
Nach Beendigung der Extraktion wurde im Hydrolysat das Ver- 
iitnis zwischen Gesamt-, Amino- und Ammoniakstickstoff bestimmt. 


Gefunden in Prozenten des Gesamtstickstoffs : 


Aminostickstoff mach Sérensen ....... . 33,5 
Ammoniakstickstoff ........ kg. ec | 
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Studien iiber Fett- und Lipoidstoffwechsel. 


VI. Mitteilung: 
Uber die Rolle der Lungen im Fett- und Lipoidstoffweehsel. 
Von 
S. Leites. 
{Aus dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des Medizi: 
Instituts zu Charkow (Ukraine). |} 


(Eingegangen am 6. September 1927.) 


I. Einleitung. 
Seit den klassischen Untersuchungen von Munk, Piliiger, Mini 
und anderen nimmt man an, daB die Hauptmenge des Nahrungsfettes au 
dem Darm in die LymphgefaBe und dann weiter in den Ductus thoraci 


eintritt, wobei es teils in der Darmwand resynthetisiert wird, teils a 
Spaltprodukt Fettsiuren bzw. Seifen auftritt. In ahnlicher Ws 
verliuft die Resorption des Cholesterins und der Phosphatide bzw. dere: 


Spaltungsprodukte (H. Miiller, S. Frankel, Slowtzow). Im Zusammenhang 
mit dieser Resorption erscheinen die Lungen als das erste Organ, wi 


das Fett und die Lipoide bzw. deren Bestandteile passieren miissen. A 
Grund dieser Tatsache kann man schon a priori auf die wichtige R 
der Lungen im Fett- und Lipoidstoffwechsel schlieBen. Eine alu 


Bedeutung fiir den EiweiB-Kohlehydratstoffwechsel besitzt die Le! 
das erste Organ, dem aus dem Darm resorbierte Kohlehydrate und Eiw: 
spaltungsprodukte durch die V. porta zugefiihrt werden. Zunachst wu 
durch eine Reihe von Untersuchungen die Fixation des parentera! 
gefiihrten Fettes in den Lungen festgestellt. Mansfeld zeigte, dali na 
Infusion fein verteilter Fette in die Jugularvene im Carotisblut kaw 
noch Spuren des zugesetzten Fettes aufzufinden waren. Dieser Betw 
wurde durch die Arbeiten von Busquet und Vischniac, Készeg, Ogasaw 
Bodé und Scheffer, Francescini und Vanucci bestitigt. Eine ausfiihrlicher 
Behandlung der Frage nach der Rolle der Lungen bei der Fettspeicherung 
findet sich in den Abhandlungen von Roger und Binet. Eben erwal 
Autoren konnten bei intravendéser Fettzufuhr keinen Fettanstieg im a 
riellen Blute feststellen, ein Ergebnis, das mit den Versuchen von .\/a 
feld, sowie Busquet und Vischniae iibereinstimmt. Fernerhin haben P 
und Binet bei der Untersuchung des Fettgehalts des rechten und lin! 
Herzens von mit Fett belasteten Tieren (Hunden) gefunden, daB der }* 
gehalt des arteriellen Blutes durchschnittlich 10°, geringer ist als der des 
rechten Herzens. Die Fettanhaufung in den Lungen wurde aube 
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rphologische und chemische Analyse des Lungengewebes sicher- 
Die Eigenschaft der Lungen, Fett zuriickzuhalten, haben Roger 
(mit dem Namen ,,Lipopexie™ bezeichnet, analog der Glykopexie, 
ach Claude Bernard die Kohlehydratspeicherung in der Leber 


sein soll. 
Was die Lipoide anbetrifft, so weisen Abelous und Soula. Nietzner, 
, Grigaut und Jovannovitch, Nitzescu und Cadariu auf die Retention 
Cholesterin und Phosphatiden in den Lungen, sowie auf deren geringeren 
m arteriellen Blute im Vergleich zum rechten Herzen hin. Diese 
ben stimmen mit den morphologischen Beobachtungen von Kawamura 
\Vakanoin, Zinserling iiberein, die nachweisen konnten, dab enteral 
i parenteral chronisch eingefiihrtes Cholesterin zum Teil in den Lungen 


a 


chert und zum Teil durch die Bronchien ausgeschieden wird. 


In unseren vorhergehenden Mitteilungen! wurde gezeigt, daB die 
\eranderungen des Neutralfettes im Kérper in engem Zusammenhang 
it dem Cholesterin- und Phosphatidmetabolismus stehen, wobei be- 
‘rimmte Wechselbeziehungen zwischen Fett und Lipoiden, die als 
Folge einer méglichen Umwandlung von Fett in Lipoide und um. 
»kehrt angesehen wurden, aufgefunden werden konnten. Da wir friiher 

Fixation von Fett und Lipoiden in den Lungen besonders hervor- 
whoben haben, ergab sich die Notwendigkeit, den EinfluB der Fett 
retention in den Lungen auf den Lipoidblutspiegel und — vice versa 
Méglichkeit einer Veranderung des Neutralfettes bei Lipoidresorption 
icus fouklaren. Mit anderen Worten — ob in den Lungen neben der 
, Retention der Fette und Lipoide auch deren Umwandlung im oben 
“ Biawegebenen Sinne stattfindet. 


“He Il. Methodik und Versuchsanordnung. 


Aut Die Versuchstiere Hunde wurden enteral und parenteral (intra 
és) mit Olivenédl, Cholesterin, Lecithin und Oleinsiéiure belastet. Bei 
parenteralen Belastung wurde das Olivenél und die Oleinsaéure bzw. 

el \atrium oleinicum in Form einer ganz feinen Emulsion, deren Partikelchen 

ErythrocytengréBe besaSen, eingefiihrt. Das Cholesterin und Lecithin 

I iden in Form einer nach Keeser? hergestellten kolloidalen Lésung ein 

rleibt. Die 10°,ige alkoholische Lésung des Cholesterins bzw. Lecithins 

u rd langsam zu siedendem Aqua dest. zutropfen gelassen; darauf wird 

uN r Alkohol abgedampft, die Lésung konzentriert und durch ein gewéhn 

ul hes Schleicher und Schiill-Filter filtriert. Da das unmittelbar in die 

lungen eintretende Blut dem rechten Ventrikel angehért, wahrend das 
er us den Lungen abflieBende Blut arteriell ist, wurde der Fett- und Lipoid- 
ine whalt (Bestimmung nach Bang und Briggs; niheres iiber Einzelheiten und 

t Veranderungen der Methodik siehe I. Mitteilung) im rechten Ventrikel 

te | in der Arteria femoralis bestimmt. Das Blut des rechten Ventrikels 

vurde direkt mit Hilfe einer diimnen Nadel durch den dritten Rippen- 


' S. Leites, Studien iiber Fett- und Lipoidstoffwechsel, I. Mitteilung: 
tt er alimentare Lipamie; Il. Mitteilung: Uber alimentare Cholesterinamie ; 
les HI. Mitteilung: Uber alimentaire Lecithinamie, diese Zeitschr. 184, 186, 1927. 

* Ebendaselbst 154, 321, 1924. 
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zwischenraum langs der Linea Parasternalis dextra entnommen; al- 
daB die Nadel das rechte Herz getroffen hatte, galten ihre mit dem Her», 
synchronischen Schwankungen sowie das Erscheinen des Venen}|utes 
der Nadel. Die derart vorgenommene Blutentnahme aus dem reel 
Herzen bietet bei einiger Ubung keine Schwierigkeiten und wird von 

Hunden ohne irgendwelche Folgen und Komplikationen vertrage: 
der Obduktion der auf diese Weise mehrmals behandelten Hunde 


ince 


im Herzen im allgemeinen keine pathologischen Veraénderungen bemer 


Es mu jedoch betont werden, daB die beschriebene Prozedur in einiy 
Fallen ein Hamopericardium zur Folge hatte; diese Versuche wurd 


von uns nicht beriicksichtigt. Die Versuchsanordnung bei parenterale; 


Belastung war folgende: Der Hund wurde auf dem Tische fest gebu 
und die Arteria femoralis freigelegt; nach der Beruhigung des Tieres wy 


das Blut mit einer Spritze aus dem rechten Herzen und der Arterie ey; 


nommen und auf Fett- und Lipoidgehalt untersucht. Nach Entnaly 


der Norm wurde in die Vena jugularis (wahrend ' bis 1 Minute) eine de; 


obenerwahnten Lésungen eingefiihrt; einzeitig mit der Injektion in 


Jugularvene und wahrend derselben wurde das Blut aus der Artery 


femoralis entnommen. Alsdann wurde das Blut aus dem rechten Herz 
und der Arterie (gleichzeitig), in der Regel 5, 10, 20 und 30 Minuten na 
der Injektion, entnommen. Um den EinfluB8 der Versuchsanordnung 

der Injektion auf den Fett- und Lipoidblutspiegel zu ermitteln, wun! 


tolgender Versuch mit intravenéser Einfiihrung von Lockescher Lésuny 


ausgefthrt : 


Hund Nr. 12. 16. September 1926. 


De we), 





| Neutrals _Coctesterin — 
Hl fett freies gebund. gesamt mins 
i 0 0 0), 9 0 mg: 
Arteria femoralis vor der Injektion . . . | 0,040 0,047 | 0,048 0,095 86 
Arteria femoralis im Moment und sofort 
nach der Injektion vor 10cem Lovke- 
scher Losung in die Vena jugularis. . || 0,037 0,047 0,048 0,095 54 


Der Versuch zeigt, dab die Injektionsprozedur an und fiir sich kein: 
EinfluB auf den Fett- und Lipoidblutspiegel ausiibt. 


AuBer Versuchen an normalen Hunden wurden auch Experiment 


mit enteraler und parenteraler Belastung an splenektomierten und mit 


kolloidem Silber (Solargentum Squibb) bzw. kolloidalem Eisen (Ferrw 


saccharat.) ,,.blockierten**‘ Hunden ausgefiihrt. Hierbei wurde vor der 


Splenektomie bzw. vor der ,,Blockade“* immer eine entsprechende 
lastung ausgefiihrt, um die Resultate nach der Splenektomie bzw 
, Blockade“ mit denjenigen der Norm an einem und demselben Hun 


vergleichen zu kénnen. Ein Teil der Versuchstiere wurde nach Beendigung 


des Experiments getétet und die Lungen morphologisch und histochemise! 
(auf Fett und Lipoide) untersucht’. Im ganzen wurden 32 Versuclv 
23 Hunden ausgefiihrt?. 


‘ Diese Untersuchungen (in Gemeinschaft mit Dr. G. L. Derma 
werden ausfiihrlich in Virchows Arch. veréffentlicht werden. 

* Herrn Dr. A. M. Tscharny spreche ich hiermit meinen innigste! 
Dank fiir die freundliche Hilfe bei der Ausfiihrung der Versuche aus 
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ijl. Versuche mit parenteraler Verabreichung von Oleinsiure bzw. olein- 
saurem Natrium. 

tie Ergebnisse der in Tabelle I angefiihrten Versuche (die nicht 
sngefiihrten vier Versuche ergaben ahnliche Resultate) zeigen, daB bei 
ler Kinfiihrung von Oleinsaiure bzw. Natrium oleinicum in die Jugularvene 
kein Anstieg der nach Bang Seifen enthaltenden Phosphatidfraktion 
im arteriellen Blute zu beobachten ist; es findet somit in den Lungen 
eine Fixation der Oleinsiure statt. Einzeitig wird die Einfiihrung der 
Oleinsaure in die V. jugularis immer von einer Steigerung des freien 
ind gebundenen Cholesterins im arteriellen Blute begleitet. Diese 
Cholesterinzunahme (23 bis 93°) findet schon wahrend der Injektion 
statt; 5 bis 30 Minuten nach der Oleinséureeinfiihrung bleibt das Chol- 
esterinniveau im arteriellen Blute um 15 bis 43°, héher als im rechten 
Herzen, wahrend vor Verabreichung der Oleinsiure die Cholesterin- 
menge in der Arterie stets niedriger ist als im rechten Ventrikel. 

Die Frage nach dem Charakter und der Genese der Cholesterin- 
ermehrung im arteriellen Blute bei Oleinséiureinjektion in die Jugularvene 
st von besonderer Wichtigkeit. Stellt dieser Cholesterinanstieg eine Folge 
viner Mobilisierung bzw. Ausschwemmung aus den Lungen dar oder 
andelt es sich dabei um eine Cholesterinbildung aus der Oleinséure ? 

Folgende Tatsachen sprechen gegen die Annahme, daB die Chol- 
esterinsteigerung im arteriellen Blute bei Oleinséureinjektion in die 
Jugularvene eine Folge der Cholesterinmobilisierung ist: erstens ver- 
iuft der Cholesterinanstieg im arteriellen Blute nicht parallel mit der 
Neutralfettzunahme ; zweitens ruft die Injektion von Lockescher Lésung 
sowie von Olivenélemulsion (s. Tabelle 11) keine Cholesterinerhéhung 
im arteriellen Blute (in Vergleich zum rechten Herzen) hervor; dagegen 
beobachtet man (besonders im Moment der Injektion) eine gewisse 
Cholesterinsenkung, die wahrscheinlich durch die Veranderung des 
kolloiden Komplexes des Blutes bedingt wird!. Dasselbe gilt auch fiir 
das rechte Herz bei Oleinséureverabreichung. Drittens zeigt der Kontroll- 
versuch mit Oleinsdiureeinfiihrung in die Arteria femoralis, daB hierbei 
keine Cholesterinzunahme, sondern sogar eine Senkung in der Vena 
femoralis stattfindet : 


Hund Nr. 5, Gewicht 14,0kg. In die Arteria femoralis wurden 10 cem 
10°iger Oleinséureemulsion (in 1°,iger NaHCO,) eingefiihrt. 





Cholesterin , 
Phos- ; Neutral 
cnenigenant 2 « Lipoid-P 

freies |gebund. gesamt. Phstide fett 

"lo %o %lo %Jo mgr°/o bs 

Vena femoralis vor der Injektion || 0,080 | 0,026 | 0,106 0,204 | 7,7 | 0,029 

® - im Moment und | 

sofort nach der Injektion . . || 0,021 | 0,016 | 0,087 0,252 7.6 | 0,046 


1 Siehe IV. Mitteilung, diese Zeitschr. 186, 391, 1927. 
Biochemische Zeitschrift Band 190. 19 
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Die Cholesterinzunahme im arteriellen Blute bei Oleinsaype.j 
fihrung in die Jugularvene kann also gewissermaBen fiir die [ung 
als spezifisch angesehen werden. 


Die Cholesterinsteigerung im arteriellen Blute zeigt sich somit hich. 
wahrscheinlich als Folge der Synthese desselben aus der Oleinsdiure jn dy, 
Lungen. Die Anwesenheit von freiem Sauerstoff in den Lungen berechtig 
zu der Annahme einer Cholesterinbildung aus der Oleinsiure pac} 
folgendem Schema: 

on on 7 
3 (,,H,,0, + O = 2C,H,O + 5 H,0. 

Die Versuche mit parenteraler Oleinsdureeinfiihrung bestdtigen 

von uns in den friiheren Mitteilungen betonte Méglichkeit der Cholester); 


bildung im Organismus aus der Oleinsdure. 


Die Einfiihrung der Oleinséure in die VY. jugularis hat auber ex 
Cholesterinsteigerung auch eine Phosphatid- bzw. Lipoidphosphorzunaly 
im arteriellen Blute zur Folge; diese Phosphatidvermehrung ist jedo 
keine bestandige, da sie z. B. in einigen Versuchen stark ausgepragt erscheint 
in anderen gar nicht auftritt. 


Was das Neutralfett anbetrifft, so nimmt sein Gehalt in der Arteri 
wahrend der Oleinsiureeinfiihrung in die V. jugularis etwas zu; 5 bis 
30 Minuten nach der Injektion ist der Neutralfettgehalt im artericlien 
Blute entweder gréBer oder geringer als im rechten Herzen; die letzt: 
Tatsache berechtigt zur Annahme einer* Synthese des Neutralfettes 
sowie seiner Resorption in den Lungen. Der histochemische Befund 
des Neutralfettes in den Lungen nach Oleinsaiureeinfiihrung deutet 
auch auf die liposynthetische Rolle der Lungen hin, womit die vor 
uns in der I. Mitteilung betonte Méglichkeit einer partiellen Resynthes 
des Neutralfettes im Lungengewebe bestatigt wird. 


Die Oleinsiéureverabreichung nach der Splenektomie hat diesel!» 
Fett- und Lipoidverinderungen im arteriellen Blute wie bei normal 
Hunden zur Folge. 


Nech der ,,Blockade** mit Ferrum oxydatum saccharatum nimmt 
die retinierende Funktion der Lungen in bezug auf Fettsiuren ab: In 
Verlauf der Injektion von Oleinsdure in die Jugularvene steigt der 
Phosphatidfraktionsgehalt (Phosphatide + Seifen) im arteriellen Blut 
bei unverandertem Lipoidphosphorgehalt; infolge der verminderten 
Retention der Oleinsiure in den Lungen nach ,,Blockade* findet eim 
geringe Cholesterinzunahme im arteriellen Blute statt. Die Cholesterin 
steigerung um arteriellen Blute tritt 20 Minuten nach der Injektion aut 
sie verlaiuft parallel mit der scharf ausgepragten Neutralfettretention 
in den Lungen. 
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IV. Versuche mit enteraler und parenteraler Olivendleinfiithrune. 


Die in Tabelle 11 angefiihrten Versuchsresultate zeigen, da 4) 
in die Jugularvene normaler Hunde eingefiihrte Olivendlemulsion jy 
den Lungen resorbiert wird: Das Neutralfettniveau im arteriel|p) 
Blute nimmt weder wahrend der Injektion, noch 5 bis 20 Minuten na 
der Einfiihrung zu; es wird dagegen eine Abnahme des Neutralfer 
gehaltes sowohl im rechten Herzen als auch in der Arterie beobachte; 
die Genese dieser Erscheinung ist der oben beschriebenen (und auch jy 
der IV. Mitteilung) Cholesterinabnahme bei Veranderung des kolloidaley 
Komplexes des Blutes ahnlich. Dagegen kann man bei enteraler Oliveng 
einfiihrung eine gewisse Neutralfettzunahme im arteriellen Blute jn 
Vergleich zum rechten Herzen beobachten; die erw&hnte Zunahy» 
verlauft parallel mit der Annahme der Phosphatidfraktion (Phos 
phatide + Seifen nach Bang) im arteriellen Blute. Wenn der Lipoid: 
phosphorgehalt im rechten Herzen und der Arterie gleich bleily 
kann man von einer Rentention der Seifen in den Lungen und eine: 
parallel verlaufenden Neutralfettresynthese sprechen (siehe auc} 
Mitteilung 1). 

Nach der Einfiihrung von Olivenédlemulsion in die Jugularvene iibe: 
trifft der Cholesterin- und Lipoidphosphorgehalt im arteriellen Blute nici 
denjenigen des rechten Herzens. Bei splenektomierten Hunden wir 
ahnlich wie vor der Operation, eine Neutralfettresorption beobachtet 
bpsonders ausgepragt ist diose Retention bei enteraler Belastung. Wahre: 
vor der Splenektomie der Cholesteringehalt nach Olivendlbelastung i: 
arteriellen Blute immer geringer ist als im rechten Herzen, verschwind 
nach der Operation dieser Unterschied; besonders deutlich tritt dies 
Erscheinung bei ausgeprigter Neutralfettzuriickhaltung in den Lung 
auf (Hund Nr. 14). 


Die ,,Blockade‘‘versuche zeigen, daB die lipopektische Funktior 
der Lungen dabei abnimmt: Der Neutralfettgehalt im artericlle: 
Blute ist bei Olivendleinfiihrung — den Versuchen an ,,unblockierten 
Hunden entgegensetzt — héher als im rechten Herzen (Hund Nr. |: 
und in einem anderen, in der Tabelle nicht angefiihrten Versuch: 
Bei der ,,Blockade“ der splenektomierten Hunde wird gleichzeiti 
mit der Phase des Passierens des Neutralfettes durch die Lungen (20 Mi 
nuten nach Injektion der Olivenélemulsion) auch die Erscheinun 
einer deutlichen Resorption des Neutralfettes beobachtet (5 Minuter 
nach der Injektion); die Neutralfettretention geht mit der Cholesterin 
zunahme im arteriellen Blute einher. 


Es muB8 auch ein Anstieg des Lipoidphosphors im arteriellen Blut 
im Vergleich zum rechten Herzen, bei parenteraler Olivendleinfiihru 
nach der ,,Blockade“* bemerkt werden, der bei den ,,unblockierten® Tiere! 
nicht erscheint. 
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V. Versuche mit parenteraler Einfiihrung von Cholesterinsol. 


Die Resultate der in Tabelle II] angefiihrten Versuche (ahnliche 
Ergebnisse wurden noch in drei unerwahnten Versuchen erhalten) 
zeigen, daB die Cholesterinsoleinfiihrung in die V. jugularis wahrend 
der ersten 20 Minuten nach der Injektion keine Cholesterinvermehrung 
im arteriellen Blute hervorruft; es ist dagegen eine Abnahme fest- 
zustellen, tiber deren mégliche Ursachen wir mehrmals berichtet haben. 
Kin gewisser zu beobachtender Anstieg des Cholesterins im arteriellen 
Blute bei Einfiihrung groBer Dosen von Cholesterinsol ist so gering, 
da8 daraus kein bestimmter SchluB gezogen werden kann. Nach der 
Splenektomie wird bei parenteraler Einfiihrung von Cholesterinsol 
in einigen Versuchen eine gewisse Cholesterinzunahme im arteriellen 
Blute beobachtet, in anderen nicht; das Niveau ist aber in der Arterie 
nicht héher als im rechten Herzen. Dasselbe gilt auch fiir die ,, Blockade**- 
versuche, in denen 20 Minuten nach der Cholesterinsoleinfiihrung eine 
recht starke Cholesterinzunahme im rechten Herzen mit gleichzeitiger 
Neutralfettabnahme stattfindet. Bei normalen und splenektomierten 
Tieren wird dies nicht beobachtet. Diese Tatsache haben wir bereits 
in der LV. Mitteilung tiber die Rolle des r.-e. Systems im Fett- und 
Lipoidstoffwechsel betont und aufgeklart. 

Somit weisen die Versuche mit parenteraler Cholesterineinfiihrung, 
sowie die in der II. Mitteilung beschriebenen Versuche mit enteraler 
Cholesterinbelastung auf die cholesterinresorbierende Funktion der 
Lungen hin. Diese Lungenfunktion kommt auch in dem normalerweise 
bestehenden Unterschied im Cholesterinniveau der Arterie und des 
rechten Herzens zum Ausdruck: Von 23 untersuchten Hunden war 
bei 18 das Cholesterinniveau im arteriellen Blute um 20 bis 50°, ge- 
ringer, als im rechten Herzen. 


Die parenterale Cholesterinsoleinfiihrung hatte stets, ohne eine 
Cholesterinsteigerung im arteriellen Blute hervorzurufen, eine Neutral- 
fettzunahme in der Arterie zur Folge. Dasselbe gilt auch in geringem 
Grade fiir den Lipoidphosphor. 


VI. Versuche mit parenteraler Lecithinsoleinfiihrung. 


Die in der Tabelle IV angefiihrten Versuche mit Verabreichung 
von Lecithinsol in die Jugularvene zeigen, daB das parenteral ein- 
gefiihrte Lecithin in den Lungen zuriickgehalten wird; der Lipoid- 
phosphorgehalt im arteriellen Blute und im Blute des rechten Herzens 
bleibt dasselbe wie vor der Injektion. Es laBt sich dabei eine Neutralfett- 
und Cholesterinzunahme im arteriellen Blute feststellen. Bei splenek- 
tomierten Hunden liefert die Lecithinsoleinfiihrung ahnliche Resultate 
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wie bei normalen, mit Ausnahme der Neutralfettsteigerung im arteriell: 
Blute; das Neutralfettniveau bleibt dabei jedoch im rechten Herzen 
gesteigert. Der letzte Umstand berechtigt zu der SchluBfolgerung 
daB auch bei splenektomierten Hunden die Lecithinresorption in den 
Lungen einen Neutralfettanstieg zur Folge hat; allein im Zusammenhany 
mit der oben erwahnten Steigerung der lipopektischen Funktion de: 
Lungen nach Splenektomie wird das Niveau des Neutralfettes im 
arteriellen Blute nicht erhéht. Nach der ,,Blockade“ ruft die Lecithin 
soleinfiihrung eine recht groBe Zunahme der Phosphatide + Seifen 
(nach Bang) enthaltenden Phosphatidfraktion hervor, ohne den Lipoid 
phosphorgehalt im arteriellen Blute zu beeinflussen. Wiahrend der 
Lipoidphosphor dabei unverandert bleibt, mu8 die Phosphatiderhéhung 
auf Kosten der Seifen abgetragen werden. 5 Minuten nach der Lecithin 
soleinfiihrung bei ,,blockierten“ Hunden findet eine starke Senkung 
des Seifengehaltes im arteriellen Blute (im Vergleich zum _ rechten 
Herzen) statt, wobei gleichzeitig eine Zunahme des Cholesterins erfolgt 

Die erwahnten Angaben veranlassen zu dem SchluB, daB nicht 
nur eine Lecithinresorption, sondern auch dessen Spaltung in den 
Lungen stattfindet. Es sind namlich die Lecithin-Spaltprodukte 
Fettsiuren —, welche die bei parenteraler Lecithineinfiihrung auftretende 
Neutralfett- und Cholesterinsteigerung im arteriellen Blute bedingen 
da, wie oben erwahnt, cie Anwesenheit von Fettsiuren in den Lungen 
die Vermehrung des Cholesterins und Neutralfettes in der Arteric 
bestimmt. DaB die Cholesterinsteigerung im arteriellen Blute bei 
Lecithinsoleinfiihrung wirklich ein Resultat der Spaltung des Lecithins 
ist und durch Spaltprodukte — Fettsiuren (Seifen) — bedingt wird 
zeigt der ,,Blockade‘‘versuch. Nach der ,,Blockade™ (s. oben), wenn 
die retinierende Funktion der Lungen in bezug auf Fettsiuren abnimmt, 
wird die Lecithinsoleinfiihrung von einer Fettsiuren-(Seifen-)Zunahme 
im arteriellen Blute begleitet, wahrend das Cholesterinniveau des 
letzteren unverandert bleibt. Findet nun 5 Minuten nach der Einfiihrung 
Fettsauren-(Seifen-)Resorption in den Lungen statt, so beobachtet 
man im arteriellen Blute eine bedeutende Cholesterinvermehrung im 
Vergleich zum rechten Herzen. Die histochemische Untersuchung 
der Lungen ergab das Vorhandensein von Fettsiuren und Neutralfett 
bei Lecithineinfiihrung. 

Somit haben die Versuche mit parenteraler Lecithineinfiihrung noch 
mals die von uns oben gezeigte Abhaingigkeit der Cholesterinsteigerung im 
arteriellen Blute von der Fettséurenresorption in den Lungen bestatigt. 
Eine ahnliche Beziehung wurde auch in den Versuchen mit enteralet 
Lecithineinfiihrung (s. Mitteilung IIT") festgestellt. 


1 §. Leites, ,.Uber alimentaire Lecithinaimie‘, diese Zeitschr. 184, 
310, 1927. 
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VII. Diskussion. 


faBt man die erhaltenen Resultate zusammen, so laBt sich zunachst 
lie retinierende Funktion der Lungen gegeniiber parenteral eingefiihrtem 
Neutralfett, Oleinséiure, Cholesterin und Lecithin, — die Erscheinung 
ler Lipo- und Lipoidopexie in den Lungen feststellen, wie wir in 
mseren friiheren Mitteilungen in Versuchen mit enteraler Einfiithrung 
wigen konnten. Da die morphologischen Untersuchungen ergeben 
haben, daB bei der .,Blockade* mit Ferr. oxyd. sacch. das Eisen haupt- 
vichlich in den Alveolarseptazellen und nur zum geringen Teil im 
\lveolarepithel aufgespeichert wird, da fernerhin nach der ,,Blockade*’ 
eine Abnahme der retinierenden Funktion der Lungen beziiglich der 
Fettsiuren und teilweise des Neutralfettes stattfindet, so muB vor- 
wsgesetzt werden, daB die lipopektische Funktion der Lungen in der 
Hauptsache mit dem histiozytaren Apparat verbunden ist. 

Da durch unsere Versuche die lipo- und lipoidopektische Funktion 
ler Lungen bestatigt wird, sind wir zu dem SchluB berechtigt, daB sich 
lie Rolle der Lungen nicht nur auf die Resorption der eingefiihrten 
Fette und Lipoide beschrankt, sondern daB einzeitig damit auch 
(mwandlungen der resorbierten Substanzen stattfinden. In friiheren 
\ittellungen wurde 6fters der innige Zusammenhang zwischen den 
quantitativen Veranderungen des Neutralfettes und des Cholesterins 
im Blute betont; diese Bezichuhg besteht darin, daB unter gewissen 
Bedingungen die Neutralfett- bzw. Fettsiureabnahme von einer Chol- 
sterinzunahme, und — umgekehrt eine Cholesterinsenkung von 
ner Neutralfettsteigerung begleitet wird. Diese Wechselbezichungen 
wurden von uns auf Grund einer Reihe von Versuchen als Folge einer- 
wits einer méglichen Cholesterinbildung aus Neutralfett (durch Fett- 
siuren) und, andererseits, einer Neutralfettbildung aus Cholesterin 
ietrachtet. Das erwaihnte bestimmte Verhaltnis zwischen Neutralfett 
ww. Fettséuren (Seifen) und Cholesterin tritt auch bei der Lipo- und 
Lipoidopexie in den Lungen auf. Die Retention der Fettsduren in 
en Lungen, sowohl bei unmittelbarer Einfiihrung als auch bei der 
Bildung in loco nach Lecithineinfiihrung, wird von einer Cholesterin- 
teigerung im arteriellen Blute begleitet; falls diese Retention (nach 
ler ..Blockade“) ausbleibt, steigt der Cholesteringehalt im arteriellen 
Blute nicht. Die oben angefiihrten Betrachtungen (s. Versuche mit 
Wleinsiureeinfiihrung) geben uns Veranlassung, eine Cholesterinsynt hese 
ws Fettséuren bei deren Retention oder Bildung (aus Phosphatiden 
ww. Lecithin) in den Lungen vorauszusetzen. Parallel mit den 
(holesterinbildungsprozessen in den Lungen findet dort auch, wie 
vereits erwihnt, eine Resorption des Cholesterins statt, die nicht nur 
bei enteraler und parenteraler Einfihrung, sondern auch in der 
Norm, d. h. ohne Belastung, beobachtet wird. Gleichzeitig mit der 
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Cholesterinresorption in den Lungen ist eine Neutralfettzunahm. jy 
arteriellen Blute festzustellen. Es kann nicht genau ermittelt werdep 
ob diese Neutralfettzunahme als Folge der Cholesterinspaltung in dey 
Lungen, der sogenannten Cholesterindiarese mit nachfolgender Lipo. 
synthese aus den Cholesterinspaltungsprodukten erscheint, da nse 
Versuche keinen unmittelbaren Anhaltspunkt dafiir ergeben. Wi; 
kénnen diesbeziiglich nur Vermutungen aussprechen. Deutlicher trit; 
die liposynthetische Funktion der Lungen bei parenteraler Oleinsaure. 
belastung und besonders bei enteraler Olivendleinfiihrung heryor 
wenn im arteriellen Blute (im Vergleich zum rechten Herzen) da 
Neutralfett parallel der Fettsiurenabnahme zunimmt.  Fiir die Mig. 
lichkeit einer Liposynthese in den Lungen sprechen auch die Unter. 
suchungen von Hamsik und Lombroso an Lungengewebe 

Was die Retention des Neutralfettes in den Lungen anbetriff; 
so ist diese bei weitem nicht so ausgepragt wie in bezug auf Fettsiuren 
und Lipoide. Bei splenektomierten Hunden hat die parenterale Olivend| 
einfiihrung eine ziemlich bedeutende Neutralfettzunahme im rechten 
Herzen und der Arterie zur Folge. Der letzte Umstand hangt auf Grund 
der vorhergehenden Mitteilung (V)!, von dem Milzausfall ab, d. h. ces 
jenigen Organs, in welchem die Neutralfettelimination stattfindet 
Auf solche Weise wird das parenteral eingefiihrte Olivené! in 
ersten Augenblick ‘in den Lungen zuriickgehalten, um allmihlich au. 
diesen ausgeschieden und sekundir in der Milz gespeichert zu werden 
Nach der Milzexstirpation wird, wenn die sekundire Neutralfett 
elimination ausbleibt, eine Neutralfettzunahme im rechten Herzen 
beobachtet. Der Neutralfettgehalt im arteriellen Blute ist jedoc! 
geringer als im rechten Herzen. 

Die Ergebnisse unserer Versuche berechtigen kaum zu einer sicheren 
Entscheidung, ob gleichzeitig mit Lipopexie auch Lipodiirese, d. | 
Neutralfettspaltung in den Lungen stattfindet. Dies gilt zum mindesten 
fiir die normalen Hunde, denn die’ Neutralfettretention in den Lungen 
hat keine bedeutenden Veranderungen hinsichtlich der Seifen und 
Lipoide im arteriellen Blute zur Folge. Es ist méglich, daB der letzt 
Umstand von der kurzdauernden Neutralfettretention in den Lungen 
abhangt. Anders verhalt es sich bei splenektomierten Hunden: i 
Neutralfettretention in den Lungen, sowohl bei unmittelbarer Fin 
fiihrung (Tabelle II, Hunde Nr. 14 und Nr. 22) als auch bei Neutralfett 
zunahme im rechten Herzen nach Belastung mit Fettsiuren und Lecithin 
(Tabelle 1, Hund Nr. 18 und Tabelle IV, Hund Nr. 15a), hat eine Chol- 
esterinsteigerung im arteriellen Blute zur Folge. Da die Cholesterin 
zunahme, wie oben erwahnt, im Zusammenhang mit der Fettsduren 


1 Diese Zeitschr. 186, 436, 1927. 
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retention in den Lungen steht, kann man voraussetzen, daB die Neutral- 
fettresorption in den Lungen nach Splenektomie dessen Spaltung 
unter Bildung der die erhéhte Cholesterinvermehrung bestimmenden 
Fettsduren bewirkt. 


Bekanntlich findet bei splenektomierten Tieren eine Histiomono- 
eytose statt (Domagk, Paschkis, Schittenhelm und Erhardt, Huber. 
{2cwrint und Massart). Es tritt dabei in den Lungen eine Verschleppung 
von Histiomonocyten hepatogener Herkunft auf (abgestoBene und in 
die Blutbahn gelangte Kupffersche Zellen, Aschoff, Kiyono, Wentzlaff). 
Der letzte Umstand berechtigt zu der Annahme, daB der mégliche 
LipodiaéreseprozeB in den Lungen splenektomierter Hunde eben mit 
len Histiomonocyten hepatogener Herkunft zusammenhingt, um so 
mehr, als in der Vena hepatica normaler Hunde, auf Grund unserer 
\itteilungen I, I1, 1V*, Cholesterinsteigerung mit paralleler Fettabnahme 
stattfindet. Bei splenektomierten Tieren, bei denen die Neutralfett- 
retention mit paralleler Cholesterinsteigerung in der V. hepatica, wie 
in der I. Mitteilung betont wird, sehr wenig ausgepriigt ist, spielt die 
Lunge also eine kompensatorische Rolle. Bei der ,,Blockade splenek- 
tomierter Hunde tritt die Erscheinung der Cholesterinzunahme im 
uteriellen Blute bei Neutralfettretention in den Lungen noch deutlicher 
wf, was der oben erwihnten Voravssetzung tiber den Zusammenhang 
zwischen Lipodiaérese und Histiomonocytose in der Lunge entspricht ; 
lie ..Blockade“ fiihrt bekanntlich zur Histiomonocytose (Biingeler, 
Schittenhelm und Erhardt, Simpson, Wenitzlaff). Die Tatsache, daB das 
erwahnte Phanomen nach der ,,Blockade“ nicht konstant ist, wird 
méglicherweise durch Abnahme der lipopexischen Funktion der Lunge 
s. oben) einerseits, und andererseits (bei nicht splenektomierten Hunden) 
lurch die dabei in der Lunge auftretende Verschleppung der Histiomono- 
eyten nicht nur hepato- sondern auch lienogener Herkunft bedingt ; 
inden Splenocyten kann, auf Grund unserer vorhergehenden Mitteilungen, 
sowohl Neutralfettspeicherung mit paralleler Cholesterinzunahme, als 
wch Cholesterinretention mit paralleler Neutralfettsteigerung statt- 
finden. 


Unsere Befunde erlauben somit den SchluB, daB die Lipo- und 
Lipoidopexie in den Lungen bestimmte Verinderungen im Fett- und 
Lipoidblutspiegel des arteriellen Blutes hervorrufen, welche als eine 
Folge der Umwandlung der in die Lunge gelangten Fette und Lipoide 
betrachtet werden kann. Dieser Metabolismus kann sowohl als Lipo- 
und Lipoidosynthese, als auch in Form einer Lipo- und Lipoidodiirese 
auftreten. 


‘ Diese Zeitschr. 184, 186, 1927. 
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SchluBfolgerungen. 


1. Die in die Jugularvene eingefiihrten Olivenél- und Oleinsiyy 
emulsionen, die Cholesterin- und Lecithinsole gelangen im arteriel|«; 
Blute normaler Hunde nicht zur Beobachtung. 

2. Nach vorangehender ..Blockade mit Solargentum bzw. Fer 
oxyd. sacch. hat die Injektion der Olivenél- baw. Fettsiureemulsio; 
in die Jugularvene eine Zunahme von Neutralfett bzw. von Fettsiur 
im arteriellen Blute zur Folge. 

3. Bei parenteraler Einfiihrung von Oleinséure bzw. Natriy) 
oleinicum (in die Jugularvene) wird die Retention der letzteren in de 
Lunge von einer Cholesterin- und Neutralfettzunahme im arterielle 
Blute begleitet. Im Kontrollversuch ruft die Einfiihrung der Oleinsiyr 
in die Arteria femoralis keine Zunahme des Cholesteringehaltes in der 
Vena femoralis hervor. 

4. Bei parenteraler Einfithrung (in die Jugularvene) von Lecithin: 
wird zugleich mit der Lecithinresorption in der Lunge eine Vermehrung 
von Cholesterin und Neutralfett im arteriellen Blute beobachtet. Wem 


sich nach der ,, Blockade“ bei der Retention von Lecithin in den Lunvgen 


die Menge der Fettsiuren (Seifen) im arteriellen Blute vermehrt, nimm 
dessen Cholesteringehalt nicht zu. 


5. Bei Belastung per os mit Olivenél erhéht sich parallel mit der 


Retention der Fettsaurer (Seifen) in den Lungen der Neutrafettgehal: 
im arteriellen Blute. 

Punkt 3 bis 5 gestattet die Voraussetzung einer médgliche 
Cholesterin- und Neutralfettsynthese aus der in der Lunge resorbierte: 
Oleinsaure. 

6. Bei splenektomierten Hunden steigt bei enteraler und pat 
enteraler Olivenéleinfiihrung der Cholesteringehalt im arteriellen Blut: 

7. Bei Einfiihrung von Cholesterinsol in die Jugularvene wir 
eine Zunahme von Neutralfett im arteriellen Blute, die mit der Cho 
esterinretention in den Lungen parallel verlauft, beobachtet. 

8. Die erwahnten Befunde berechtigen die Annahme einer Lipow 


pexie in der Lunge mit paralleler Lipoidodiaérese und Liposynthe~ 


einerseits, einer Lipopexie mit paralleler Lipoidosynthese andererseit: 
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I. Uber die experimentellen Beweise der Formaldehyd- [f... 
assimilationshypothese ’. 


Il. Die enzymatische Kondensation des Formaldehyds Dies 


zu Zucker *. aldel 
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Von 

ene ° . shire 

J. Bodnar, Lili Eveline Réth und Clara Bernauer. sat: 

(Aus dem kgl. ung. pflanzenbiochemischen Institut in Budapest und av ff‘ r 
dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Debreezen. ar 
(Eingegangen am 19. September 1927.) hind 
a kol 

I. Theoretischer Teil. ei 

Pte 

Unter den im griinen Pflanzenorganismus sich abspielenden zah re 
reichen synthetischen Prozessen ist die in den Blattern vorgehend:fiff dic) 
Kohlensaureassimilation bzw. die Entstehung des Zuckers aus der Luft. e™ 


kohlensiure von ganz besonderer Wichtigkeit. Die Aufklarung df“ 
Chemismus der Kohlensaureassimilation ist ein Problem von gréfter 
Tragweite in der Biochemie und auf seine Bedeutung wies auclf sich 
Emil Fischer® mit folgenden Worten hin: ,,Bedenkt man, daB dicf ewi 
Assimilation der Kohlensiure durch die Pflanzen die Grundbedingung 
fiir die Existenz der lebenden Wesen ist, so muB auch die kleinst 
Beobachtung, welche zur Aufklarung dieses geheimnisvollen Vorgang-[ psig 
fiihren kann, wertvoll erscheinen.“ m kk 
Auf Grund jener Beobachtung Butlerows*, daB aus Formaldehyij 

durch Kalkwasser Zucker entsteht, stellte A.v. Bayer* seine For 

aldehydassimilationshypothese auf, laut der der Zucker in den Blattem[ ,,), 
aus der Luftkohlensaure durch den Formaldehyd als Zwischenproduk' J berii 
entsteht. nahe 


‘ Die in dieser Mitteilung publizierten Untersuchungen wurden 
den Sommermonaten der Jahre 1924, 1925 und 1926 durchgefiihrt. 

2 E. Fischer und F. Passmore, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 22, 359, 188% 

3 Butlerow, Liebigs Ann. 120, 296, 1861. 

* A. v. Bayer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 8, 63, 1870. 192K 
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Bei den zum Beweis der Bayerschen Hypothese dienenden Ex- 
erimenten wurde untersucht, 1. ob in den assimilierenden Blattern 
Formaldehyd nachweisbar ist, 2. ob die Blatter bzw. die griinen Pflanzen 
ien hinzugelangten Formaldehyd aufnehmen und als Nahrstoff so ver- 
werten kénnen, daB eine Zunahme des Trockensubstanz- und Kohlen- 
pydratgehaltes der Blatter festgestellt werden kann. 


Zahlreiche Forscher! befaBten sich mit dem Nachweis des Form- 
aidehvds in griinen Blattern, ohne daB diese Untersuchungen zu einem 
absolut positiven Resultat gefiihrt hatten. Fincke* deutete auf den wichtigen 
lmstand hin, daB, wenn man zu dem aus griinen Blattern bereiteten Brei 
eine kleine Menge von Formaldehyd hinzufiigt und mit Wasserdampf 
Jestilliert, der Formaldehyd im Destillat nicht nachgewiesen werden kann. 
Dies ist so erklarlich, daB gewisse Substanzen der Blatter den Form- 
aidehyd binden, es kann also der in den assimilierenden Blattern inter- 
wediar vorhandene Formaldehyd nicht nachgewiesen werden. 

Zuletzt trachteten Klein und Werner*®, auf eine von dem alten Ver- 
fahren ganz abweichende Weise Formaldehyd in den assimilierenden 
Blittern nachzuweisen. Bekanntlich war es Neuberg* durch Anwendung 

n Na,SO, und Dimedon (Dimethylhydroresorcin) gelungen, den gréBten 
leil des bei der alkoholischen Gérung als Zwischenprodukt entstandenen 
\vetaldehyds zu fixieren und dadurch die Reduktion zum Alkohol zu _ ver- 
hindern. Die Neubergsche ,,Abfangmethode“* war nicht nur bei der 
alkoholischen Garung anwendbar, sondern es gelang damit die Entstehung 
des Acetaldehyds als Zwischenprodukt in Mikroorganismen, in héheren 
Pilanzen® und auch bei den im\tierischen Organismus zeblaufenden zucker- 
wersetzenden Prozessen nachzuweisen. Klein und Werner verwendeten 
die Neubergsche ,,Abfangmethode* zum Nachweis des in den assimilierenden 
grinen Blattern entstandenen Formaldehyds, und es gliickte ihnen, durch 
Anwendung von Dimedon die Kondensationsprodukte des Formaldehyds 
mit Dimedon (Formaldomedon) in gut meBbarer Menge zu gewinnen. 
Die genannten Forscher trachteten durch zahlreiche Kontrolluntersuchungen 
sich davon zu iiberzeugen, ob der auf die oben erwaéhnte Weise nach- 
gewiesene Formaldehyd tatsaéchlich wahrend der Assimilation entstanden 
ist. Unter anderem berichteten sie iiber ihre Wahrnehmungen, da8 bei 
den im Dunkeln ausgefiihrten Experimenten iiberhaupt keine, hingegen 
bei den in der kohlenséurefreien Dimedonlésung im Sonnenlicht belassenen 
Pflanzen in kaum nachweisbaren Spuren Formaldomedon entstanden sei; 
m letzteren Falle bildete sich eine geringe Menge von Formaldehyd durch 
die Assimilation der Atmungskohlensiure der Pflanzen. 


' H. Schroeder, Die Hypothesen iiber die chemischen Vorgange bei der 
Kohlenséureassimilation, 8S. 98. Jena 1917. ,,... Bei alledem ist noch zu 
beriicksichtigen, daB wohl nach keinem Produkt des Pflanzenkérpers an- 
nihernd mit der gleichen Ausdauer gesucht wurde wie gerade nach dem 
\meisenaldehyd.* 

* H. Fincke, diese Zeitschr. 52, 214, 1913. 

* S. Klein und O. Werner, ebendaselbst 168, 361, 1926. 

* C. Neuberg und E. Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1918; 106, 
281, 1920. 

5 C. Neuberg und A. Gottschalk, ebendaselbst 151, 167, 1924; 160, 256, 
1925; J. Bodnar, Ch. Szepessy und J. Ferenczy, ebendaselbst 165, 16, 1925. 
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Obwohl die Entstehung des Formaldehyds in  assimilieronde, 
griinen Blittern auf Grund der Befunde von Klein und Wern 
ganz sicher festgestellt wurde, sind jene Untersuchungen nicht jibe 
fliissig, sondern auBerst wichtig, bei denen man auf geeignete Woeix. 
solche Formaldehydverbindungen (Methylal, formaldehydschwefligsaurs 
Natrium), aus denen der Formaldehyd leicht abspaltbar ist, oder jy 
kleinen Mengen freien Formaldehyd zu den Pflanzen gelangen |iej 
und ermittelte, ob durch Einwirkung des Formaldehyds der Trockey. 
substanzgehalt der Untersuchungsobjekte zunahm bzw. ob aus Forn 
aldehyd Starke oder Zucker entstanden ist. 


Die ersten Versuche in dieser Richtung wurden von Bokorny! ; 
Algen durchgefiihrt. Er hielt die Algen in Methylallésung [H,C (OCH 
und fand eine Starkebildung; dieser Versuch hatte jedoch keine Bewei. 
kraft, da die Starke bloB bei Sonnenlicht entstand, und nicht nur ays 
dem Formaldehyd, sondern auch aus Methylalkohol konnte er eine Stiirk, 
bildung wahrnehmen. Weder Loews? noch Bokornys* Versuche, zu dene 
sie formaldehydschwefligsaures Natrium verwendeten, fiihrten zu eine; 
positiven Resultat. Spater teilte Bokorny* mit, daB es ihm bei Alge 
welche sich in einer 0,001 °, igen Formaldebydlésung befanden, gelang, ei: 
Starkebildung bei LichtabschluB zu beobachten. 

Bei den héheren Pflanzen studierten erst Bokorny’, spater Ass/a/ 
Treboux? und Bouilhac und Giustiniani® die Wirkung des Formaldelhyds 
diese Untersuchungen ergaben aber keine derart positiven Resultate, «a 
man aus ihnen auf die Formaldehydassimilation schlieBen konnte. 


. Das Verfahren von Grafe und Portheim® bedeutet einen neuen Wey 
auf dem Gebiete der Formaldehydassimilationsuntersuchungen ; die Auton 
haben den Formaldehyd in Gasform so zu den Blattern gelangen lasse: 
da8 die Versuchspflanzen sich in einer eine geringe Menge Formaldehy 
daimpfe enthaltenden Atmosphiére befanden. Sie stellten fest, dal) di 
Pflanzen (Phaseolus vulgaris) den formaldehydhaltigen Luftraum 
vertragen und den Formaldehyd aufzunehmen imstande sind. Gleichzeitiz 
fiihrte Bokorny*® auch ahnliche Versuche aus und fand, daB die Pflanz 
(Kresse) in der Formaldehyddimpfe enthaltenden Atmosphare linger a 
Leben blieben als in kohlenséurefreier Luft. Aus den Versuchen von Gra/e w 
Wieser™ geht hervor, daB die Formaldehydpflanzen, entgegen den Kontrol! 


! Th. Bokorny, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 6, 116, 1888. 

2 O. Loew, Bot. Centralbl. 44, 318, 1890. 

3 Th. Bokorny, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 9, 103, 1891. 

4 Derselbe, Pliigers Arch. 125, 467, 1908. 

5 Derselbe, Landwirtsch. Versuchsstat. 36, 238, 1889. 

® Assfahl, Dissertation, Erlangen 1893, zitiert aus der Arbeit vu 
H. Schroeder (|. c.), S. 109. 

7 Treboux, Flora 92, 73, 1903. 

8 Bouilhac und Giustiniani, C. r. 186, 1155, 1903; zitiert aus Schroede: 
Arbeit (l. ¢.), S. 109. 

®* V.Grafe und L. Portheim, Osterr. Bot.-Ztg. 59, 19, 1909. 

10 Th. Bokorny, Pfliigers Arch. 128, 565, 1909. 

1 V.Grafe und E. Wieser, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 27, 431, 1909 


wu 


vul 
Er 

bin 
su 
die 

eTw 
inte 
pfla 
red 


Kor 


auf 
labs 
gehg 
subs 


aber 





enden 
j erner 
liber 
Weise 
Saures 
der in 
n lieS 
ken. 


Forn 








Formaldehyd. 1. II. 307 


en in gewohnlicher Luft) sich rascher und kraftiger entwickelten, 
md der Trockensubstanzgehalt der entwickelten Pflanzen im Verhialtnis 
1» de urspriinglichen Trockensubstanzgehalt der Samen bei den Form- 
aldehydpflanzen eine geringere Verminderung (unter 12 Fallen in 8 Fallen) 
ils bei den Kontrollen zeigte. 


Pilar 


Aus diesen Untersuchungen kann man aber nur dann auf die 
Assimilation des Formaldehyds schlieBen, wenn man voraussetzt, daB 
der Formaldehyd auf die Atmung der Blatter nicht schidlich wirkt ; 
denn im entgegengesetzten Falle kann der bei den Formaldehydpflanzen 
wabrnehmbare gréBere Trockensubstanzgehalt auch die Folge der 
herabgesetzten Atmung sein. Diesbeziiglich sagen Grafe und Wieser 
das Folgende: 

,.Wenn man nicht an eine Depression der Atmung durch Formaldehyd 
nd damit eine dauerndere Instandhaltung des Trockengewichts denken 
will, was mit den Erfahrungen mit Ather und anderen Stimulantien nicht 
ibereinstimmen wiirde, kann man aus dieser Beobachtung wohl auf eine 
lrockensubstanzvermehrung auf Kosten von Formaldehyd  schlieBen, 
welche jene aus Kohlenséure erreicht oder gar tbertrifft.“ 


Grafe* beschreibt in einer spiteren Mitteilung, daB der Formaldehyd 
auf griine Pflanzen nur in Gegenwart von Sonnenlicht wirkt; es waren 
bei seinen Untersuchungen, welche ohne Sonnenlicht durchgefiihrt 
wurden, keine Unterschiede zwischen den Formaldehyd- und Kontroll- 
pflanzen wahrnehmbar. , 


Es sind demnach die im Dunkeln gehaltenen Pflanzen (Phaseolus 
vulgaris und multiflorus) nicht imstande, den Formaldehyd aufzunehmen, 
Er fiihrte Versuche auch in solcher Richtung durch, ob andere Ver- 
bindungen wie z. B. Acetaldehyd, Salicylaldehyd, Benzaldehyd, Essig- 
siure usw. eine &hnliche Wirkung wie der Formaldehyd ausiiben kénnen; 
die Resultate waren in jedem Falle negativ, bzw. verhinderten die oben 
erwihnten Substanzen stark die Entwicklung der Pflanzen. Sehr 
interessant ist Grafes Beobachtung, daB er in den Formaldehyd- 
pilanzen Starke tiberhaupt nicht, oder nur kaum nachweisen konnte ; 
reduzierenden Zucker ent hielten sie aber viel mehr als die entsprechenden 
Kontrollpflanzen. 


Baker* studierte eingehend die Wirkung der Formaldehyddaimpfe 
wf den Trockensubstanzgehalt der Keimpflanzen von Sinapis alba, ohne 
ia3 es ihm gelungen ware, die absolute Erhéhung des Trockensubstanz- 
gehalts nachzuweisen. Er konnte nur so viel feststellen, da®B die Trocken- 
substanz der Formaldehydpflanzen gréBer war als die der Kontrollpflanzen, 
aber kleiner als die der Samen, aus welchen sich die Pflanzen entwickelten. 


1 V.Grafe, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 29, 19, 1911. 
2? Baker, Ann. of Bot. 27, 411, 1913, zitiert aus H. Schroeders Arbeit 
L.e.), S. 113. 
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So ist z. B. Trockensubstanz der Samen = 100, Trockensubstanz der Foy 
aldehydpflanzen = 84,67. Trockensubstanz der Kontrollpflanzen — 65,9 
Hier liegt auch die Méglichkeit vor, daB die gréBere Trockensuhstay, 
der Formaldehydpflanzen die Folge der die Atmung verhindernden Wirkung 
des Formaldehyds ist. Diese Untersuchungen wurden im Sonnenlich 
durehgefiihrt, die im Dunkeln ausgefiihrten Untersuchungen beweisen jibe; 
haupt nichts, da die Trockensubstanz der Formaldehydpflanzen gering, 
war (38,48) als die der Kontrollpflanzen (56,5). 


Wenn wir auch davon absehen, da8B die Ursache des bei den Form. 
aldehydpflanzen wahrgenommenen gréBeren Trockensubstanzgehaltes 
die verminderte Atmung sein kann, besitzen dennoch die oben beschrie. 
benen Versuche von Willstdtter und Stoll! keine beweisende Kraft fiir ¢j 
Formaldehydhypothese, da sie bei Sonnenlicht durchgefiihrt wurden 
Es ist méglich, daB die Pflanzen den dahingelangten Formaldehy: 
vorerst oxydieren und die entstandene Saure dann auf photosynthe. 
tischem Wege assimilieren; nach Sabalitschkas® Untersuchungen ist 
Elodea canadensis imstande, Ameisensiure in Gegenwart von Sonnen. 
licht zu assimilieren. 


Die ersten Untersuchungen, bei denen die Assimilation des Forn 
aldehyds ohne Sonnenlicht untersucht wurde, fiihrte Jacoby® mit de: 
Blattern von Tropaeolum majus aus. Auf Grund dieser Versuche kénner 
die Blatter Formaldehyd auch im Dunkeln aufnehmen, denn Jacoby fand, 
daB nach der Beendigung der Versuche bei jenen Blattern, durch welche e1 
Formaldehyddampfe enthaltende Luft langere Zeit durchleitete, die Trocker 
substanz erheblich gréBer war als:die bei den Kontrollblittern. So z. B 
verlief auch ein solcher Versuch, wo der Trockensubstanzgehalt der Form 
aldehydblatter 14,5°, hingegen der von den Kontrollblattern 10°, betrug 
Gegen Jacobys Untersuchungen kénnte der Einwand erhoben werden 
daB der gréBere Trockensubstanzgehalt der Formaldehydblatter im Vergleic! 
zu den Kontrollblattern nicht unbedingt eine Assimilation des Formaldehyds 
heweist, da ein solcher Unterschied auch dadurch entstehen kann, dal} der 
Formaldehyd die Atmung der Blatter schadlich beeinfluBt, d. h. dal 
der Trockensubstanzverlust der Formaldehydblatter waihrend des Versuchs 
geringer ist als derjenige der Kontrollblatter. Im Endresultat kann als 
der Trockensubstanzgehalt der Formaldehydblatter gréBer sein, ohne dat 
diese auch nur etwas Formaidehyd aufgenommen hiitten. 


Jacoby* zieht in einer spaiteren Mitteilung diesen Umstand bereits 
Betracht, als er direkte Trockensubstanzbestimmungen ausfiihrte und 
darauf hinwies, daB die Trockensubstanz der mit den Formaldehyd 
blattern parallel eingestellten Kontrollblatter kleiner war als die direk 
gewonnenen Werte. Aber auch bei diesen Untersuchungen ist di 
eventuelle Einwirkung des Formaldehyds auf den Wassergehalt der Blatter 
nicht ausgeschlossen. Diese Méglichkeit kann so vermieden werden, da 


1 R. Willstdtter und A. Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation 
der Kohlenséure, 8. 164. Berlin 1918. 
Th. Sabalitschka, Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 32, 2 1922. 
M. Jacoby, diese Zeitschr. 101, 1, 1920. 
* Derselbe, ebendaselbst 128, 119, 1922. 
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Blatter fiir die Trockensubstanzbestimmung nicht nach Beendigung, 
.ondern vor Beginn des Versuchs abwiegt, d. h. wenn man durch eine 
pekannte Menge von Blattern formaldehydhaltige bzw. bei der Kontrolle 
rine Luft durehleitet. Ob aus dem durch die Blatter aufgenommenen 
Formaldehyd Zucker oder Starke entsteht, wurde von Jacoby nicht 


ali 


untersucht. 

Vor kurzem befaBte sich Sabalitschka' ausfiihrlich mit der Frage der 
Formaldehydassimilation und versuchte, mit groB angelegten Versuchen 
achzuweisen, ob die Pflanzen imstande seien, den Formaldehyd durch 
bre Blatter aufzunehmen und daraus Zucker bzw. Starke zu_bilden. 
<abalitschka stellte seine Untersuchungen nicht mit gepfliickten Blattern, 
ondern mit in die Erde eingesetzten ganzen Pflanzen (Tropaeolum 
iajus L.) in einem solchen Apparat an, wo nur die oberirdischen Teile (Blatt, 
stiel) der Pflanzen unter eine die Formaldehyddimpfe enthaltende Glas 
giocke gelangen, die Wurzeln welche dem Formaldehyd gegeniiber 
sehr empfindlich sind blieben auBerhalb der Glocke. Er stellte die Ver 
suche parallel an, d.h. er leitete durch die Pflanzen in der einen Glocke 
iormaldehydhaltige und durch die andere Glasglocke reine Luft; nach 
Reendigung der Durchleitung bestimmte er vorerst die Trockensubstanz 
ler abgeschnittenen frischen Blatter, pulverisierte nmachher die aus 
gtrockneten Blatter und gebrauchte das gewonnene Blattpulver zur 
Bestimmung des Zuckers und der Starke. 


Bei Sabalitschkas Untersuchungen bedeutet die Differenz zwischen 
lem Trockensubstanz-, Zucker- und Stirkegehalt der Formaldehyd- 
nd Kontrollpfianzen die Menge der aus dem aufgenommenen Form- 
iidehyd entstandenen Trockensubstanz des Zuckers und der Starke 
in jenem Falle aber, wenn der Formaldehyd auf die Atmung der Blatter 
ibschwachend wirkt (was sehr wahrscheinlich ist), kann man es auch als 
Erfolg der herabgesetzten Atmung erkliren, daB die Formaldehydblatter 
mehr Trockensubstanz, Zucker und Starke enthalten als die Kontroll- 
blitter; es kann also eine Differenz zwischen den Formaldehyd- und 
Kontrollpflanzen hervortreten, ohne daB von dem Formaldehyd auch 
etwas assimiliert wurde. Auf die aus Formaldehyd entstandenen Mengen 
der Trockensubstanz, des Zuckers und der Starke kann man sicher 
schlieBen, wenn man anfangs (vor dem Versuche) den Trocken- 
substanzgehalt (Zucker und Starke) der Versuchspflanzen bestimmt 
ind diesen von der in den Formaldehydpflanzen gefundenen Trocken- 
substanzmenge (Zucker und Starke) abzieht. 

An den Umstand, da8 der Formaldehyd die Atmung der Blatter 
beeinflussen kann, dachte Sabalitschka auch, als er in einer seiner Mit 
tellungen? das Folgende sagt: .,.Es kénnten nun die Einwande gemacht 


werden, der Formaldehyd habe bei meinen Versuchen irgend eine Reiz 
virkung ausgeiibt, oder er habe umgekehrt die Tatigkeit der Enzyme, 


' Th. Sabalitschka, Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 82, 278, 1922; Th. Saba 
tschka und H. Riesenberg, diese Zeitschr. 144, 545, 551, 1924. 
2 Th. Sabalitschka, diese Zeitschr. 148, 370, 1924. 
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welchen der Abbau der Kohlehydrate im Pflanzenkérper obliegt, unt. 


bunden, man kénnte auf die eine oder andere Weise den héheren (seh); 


der in einer Formaldehydatmosphare sich befindenden etiolierten Pilanz,) 
erkliren wollen.“ Diese Frage dachte Sabalitschka derart zu lésen, da 
er die Wirkung des Formaldehyds auf die Keimung verschiedener San, 
und auf die alkoholische Garung studierte, und die gewonnenen Resulta: 
einfach auf die Atmung der Blatter iibertrug, als er das Folgende se}yrie) 


Die geringe Verzégerung, welche die Konzentrationen von weniver a). 


0,05°, bei der Hefegéirung bewirkt hatten, l4Bt darauf schlieBen, dal ay 
der Abbau des Zuckers und der Starke in der mit Formaldehyd in 
Atmosphiare ernahrten Pflanze, bei der wir im Zellsaft einen Formalde}) 
gehalt von weniger als 0,055°, fanden, héchstens unerheblich verzéye; 
wird; der bedeutend héhere Gehalt des Zuckers und der Starke bei « 
mit Formaldehyd behandelten Pflanzen ist nicht durch eine so gering 
Verzégerung des Abbaues zu erklaren.* 


‘ 


Jedenfalls ist sonderbar, weshalb Sabalitschka die Wirkung «des 


Formaldehyds unmittelbar auf die CO,-Ausscheidung der Tropaeolum 
Blatter nicht untersuchte. 


Beziiglich der Starke- und Zuckerbesgtimmung bemerkt Sabal isch 
wie folgt: ,,Die von Natur aus in den Pflanzen vorhandenen holy 
Polymerisationsprodukte des Formaldehyds sind teils wasserléslich, so d 
Zuckerarten, teils in Wasser unldslich, so die Starke. Daher wurde }y 
unseren Untersuchungen die Bestimmung der in Wasser nicht léslich 
Polymeren wie eine Starkebestimmung durchgefiihrt und der dabei e¢ 
haltene Wert auf Glucose einerseits, auf Starke andererseits berechnet 
Ob die sc gefundenen Werte in der Tat auch ausschlieBlich der Glucos 
und der Stirke entsprechen, dari ber wollen wir noch nicht entscheide: 


Ob aus dem durch die Blatter aufgenommenen Formaldehyd i: 


der Tat Starke entsteht, wird in Sabalitschkas Mitteilungen nicht er- 


wahnt. Da er starkefreie Blitter zu seinen Untersuchungen verwen 
dete, hatte man sich sehr leicht durch eine einfache qualitative Proly 
von dem Entstehen der Starke iiberzeugen kénnen. Es ist aber sehr 


wahrscheinlich, daB bei Sabalitschkas Untersuchungen aus dem Form. 
aldehyd keine Starke entstand (siehe Grafes' und unsere eigenen 


spaterhin bekanntgegebenen Untersuchungen), und so kann man von i! 
Zahlen ausgedriickten Starkewerten in solchen Fallen nicht sprechen 
wenn die Starke als solche tiberhaupt nicht vorhanden ist. 


Wenn der durch die Blatter aufgenommene Formaldehyd den 


Trockensubstanz- bzw. Zucker- und Starkegehalt der Blatter steigert 
dann muB der Trockensubstanzzuwachs mit dem Zucker- und Stark: 


zuwachs wenigstens annaihernd iibereinstimmen. Betrachtet man von 


diesem Standpunkte aus Sabalitschkas Resultate*, so ergibt sic! 
folgendes : 


' V. Grafe, 1. ¢. 
2 Th. Sabalitschka, Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 32, 278, 1922; Th. Sa! 
litschka und H. Riesenberg, diese Zeitschr. 144, 545, 1924. 
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Trockensubstanzzuwachs Starke- und Zuckerzuwachs 


auf 100 g frische Formaldehydblatter berechnet 


5,6 g = g 
12¢ O87 g 
62 ¢ 0,96 ¢ 
L3dg 148 ¢ 
23¢ 1,65 g 
22¢ 0,46 g 


\us diesen Daten ist ersichtlich, daB die Differenz zwischen dem 
Trockensubstanzzuwachs und dem Starke- +- Zuckerzuwachs mit Aus- 
nahme von drei Fallen (1,3, 1,48; 2,3, 1,65; 1,2, 0,87) eine sehr groBe 
st: es macht die Starke +- Zucker der aus Formaldehyd entstandenen 
lrockensubstanz in zwei Fillen (2,2, 0,46; 5,6, 1,20) 21%, in einem 
Falle 15,5°% aus. In einem Falle ist Starke + Zucker (0,2, 0,48) mehr 
is das Doppelte der Trockensubstanz. Infolgedessen steht noch zur 
Entscheidung, welche Verbindungen auBer Zucker und Starke aus 
Formaldehyd in den Blattern entstehen. 

Kiirzlich untersuchte Sabalitschka' bei einer Wasserpflanze 
Elodea canadensis) die Wirkung des Formaldehyds. Man findet hier 
«hon solche experimentellen Beweise der Formaldehydhypothese, 
daB, im Falle einer vorteilhaften Formaldehydkonzentration (0,024 %', 
ler auf Trockensubstanz berechnete Starkegehalt (?¢) der Formaldehyd- 
pflanzen gréBer war als der, Starkegehalt der Pflanzen vor dem Versuch, 
md zwer war der Starkegehalt der Formaldehydpflanzen 21,9°% und 
der vor dem Versuch 19.2%. In Verbindung mit diesen Versuchen 
stellte Sabalitschka noch fest, daB die 0,024°%ige Formaldehyd- 
konzentration auf die Atmung der Pflanzen nicht schadlich wirkte, 
lie 0,032 °,ige Konzentration hingegen die Atmung zur Hilfte, so- 
lann auf ein Achtel herabsetzte. 

Aus dem Gesagten folgt, daB, was die experimentellen Beweise 
der Bayerschen Formaldehydassimilationshypothese bzw. die Fahigkeit 
der Pflanzen, durch ihre Blatter Formaldehyd aufzunehmen und diesen 
dureh Vermehrung des Trockensubstanz- bzw. Kohlenhydratgehaltes 
als Nahrsubstanz zu verwerten, anbetrifft, die angefiihrten Versuche 

nicht jeden Zweifel behebend — die Giiltigkeit der Formaldehyd- 
assimilationshypothese fiir die héheren Pflanzen beweisen. Deshalb ent- 
schlossen wir uns, in dieser Richtung mit Beriicksichtigung jedes sich 
darbietenden Umstandes, welcher gegen die Beweiskraft der behandelten 
Versuche angefiihrt werden konnte, unsere Untersuchungen zu vollenden. 

Im Laufe unserer Untersuchungen wollten wir uns vorerst 
dariiber orientieren, ob in den stirkefreien und der Wirkung des 


Th. Sabalitschka und H. Weidling, diese Zeitschr. 172, 545, 1926. 
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Formaldehyds ausgesetzten Blattern Starke entsteht. Diese pt, 
verschiedenen Umstiainden wiederholten Versuche fiihrten zu dey 
Resultate, daB wir in den in der formaldehydhaltigen Atmosphiire wyt,; 
AusschluB von Sonnenlicht gehaltenen Blaittern nicht in einem einzigen 
Falle die Gegenwart von Starke nachweisen konnten; deshalb best inmtey 
wir bei unseren quantitativen (spiter bekanntzugebenden) Unter 
suchungen nur den Zuckergehalt der Blatter. 

Bei diesen Untersuchungen machten wir jene interessante Bev! 
achtung, daB es bei den aus dem Apparat herausgenommenen und ay; 
Licht gebrachten Blattern die Starke in den Formaldehydblatter 
bedeutend friiher nachzuweisen gelang, als bei den auch im Dunkely 
aber in reiner kohlensiurefreier Luft aufbewahrten Kontrollblatter) 
Diese Wahrnehmung erklarten wir vorerst so, daB die Kondensieruny 
des in den Formaldehydblattern entstandenen Zuckers zu Starke durch 
die Gegenwart des Formaldehyds verhindert wurde, und diese hindernde 
Wirkung hérte dann auf, als wir die Blatter an die freie Luft brachtey 
Bald iiberzeugten wir uns jedoch davon, daB das Ausbleiben der Starke 
reaktion nicht die Gegenwart des Formaldehyds verursache, deny 
auch die starkefreien Blatter, welche in formaldehydhaltiger Atm 
sphare bei Sonnenlicht standen, gaben viel friiher eine kriftigere 
Starkereaktion als die Kontrollblitter. Die Starkebildung in den 
Kontrollblattern férderte nicht eine Atmosphire, die mehr Kohlen. 
siure enthielt als die gewéhnliche Luft. Bei solchen Blatter 
welche im formaldehydhaltigen, aber kohlensiurefreien Luftraum dem 
Sonnenlicht ausgesetzt waren, beobachteten wir ebenfalls Stark: 
bildung, woraus folgt, daB die Starkeentstehung in Formaldehyd. 
blattern sich nicht als eine Reizwirkung des Formaldehyds auf di 
C O,-Assimilation erkliren ]a8t. Wir fiihrten noch Untersuchungen aus 
bei denen die Blatter sich in solchem formaldehydhaltigen Raunx 
befanden, aus welchem wir die Luft auspumpten; in diesem Falk 
konnten wir in den Blattern Starke nicht nachweisen; dies scheint 
darauf hinzuweisen, daB bei der Starkebildung in den Formaldehyi. 
blittern auBer dem Sonnenlicht auch der Sauerstoff eine Rolle 
spielt. Zur weiteren Aufklarung dieser Erscheinungen sind Versucli 
im Gange. 

Wir verwendeten zu unseren Untersuchungen nicht ganze Pflanzen 
wie Sabalitschka, sondern nur Blatter, und zwar die Blatter von T'ro 
paeolum majus, welche Pflanze zu diesem Zwecke am _ geeignetsten 
ist. Gegen die Anwendung der ganzen Pflanzen spricht einerseits der 
Umstand, da derartige Versuche kompliziertere Einrichtungen er- 
fordern, andererseits liBt sich vermuten, daB die in den Blattern 
entstandenen Assimilationsprodukte nicht bis zur Beendigung ‘es 
Versuches in den Blattern bleiben, sondern inzwischen in den 
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Stengel baw. in die Wurzel wandern kénnen; durch die Untersuchung 
jer Wurzeln und Stengel wiirden die Versuche zu kompliziert werden. 

Aus den mitgeteilten Versuchsergebnissen der Tabelle I geht als 
Wichtigstes hervor, daB der Trockensubstanzgehalt der Formaldehyd- 
plitter nicht nur gréBer als derjenige der Kontrollblatter ist, sondern 
weh gréBer als der vor der Einstellung des Versuches bestimmte so- 
vnannte Anfangstrockensubstanzgehalt der Versuchsblatter. 

Diese Beobachtung weist jedenfalls darauf hin, daB durch die 
Formaldehydassimilation mehr Trockensubstanz entsteht, als wahrend 
jer Atmung der Blatter verbraucht wird. Die Differenz zwischen der 
Trockensubstanz der Versuchs- und Kontrollblatter ergibt die Menge 
jer in der reinen Luft veratmeten Trockensubstanz; ist es bekannt, 
m wieviel der Formaldehyd die CO,-Ausscheidung der Blatter ver- 
nindert, dann kann der durch die Atmung verursachte Trockensubstanz - 
verlust der Formaldehydblatter berechnet werden; wird diese Menge 
mu der Differenz zwischen der Trockensubstanz der Versuchs- und 
Formaldehydblatter addiert, ergibt sich die genaue Menge der durch 
lie Formaldehydassimilation entstandenen Trockensubstanz. 


Aus den Daten der Tabelle I] kann ausgerechnet werden, daB der 
Formaldehyd im Mittelwert und abgerundet mit 50%, die CO,-Aus- 
«heidung der Blatter vermindert, man muB also die 50%, der zwischen 
ler Trockensubstanz der Versuchs- und Kontrollblitter sich zeigenden 
Differenz zu der Trockensubstanzdifferenz der Versuchs- und Form- 
idehydblatter addieren, um die aus dem durch die Blatter auf- 
gnommenen Formaldehyd entstandene Trockensubstanzmenge be- 
kommen zu kénnen. Diese Daten befinden sich in der letzten Rubrik 
ler Tabelle 1. 

Die Bestimmungen des Gesamtzuckergehalts in den bei den Trocken- 
substanzbestimmungen gewonnenen ausgetrockneten Blattern fiihrten 
wu den in der Tabelle LI] beschriebenen Resultaten. Aus diesen Re- 
sultaten ist ersichtlich, daB der Zuckergehalt der Formaldehydblatter 
nicht nur gréBer als der der Kontrollblatter, sondern auch als der 
Anfangszuckergehalt der Blatter ist, was sodann jeden Zweifel aus- 
schlieBend beweist, daB in den Blattern aus dem aufgenommenen Form- 
aldehyd Zucker entsteht. Die Berechnung der durch die Formaldehyd- 
assimilation entstandenen Zuckermenge geschah mit der Beriick- 
sichtigung der bei der Trockensubstanz ausfihrlich erwahnten Umstande. 
Die Trockensubstanz- und Zuckermenge vergleichend, kann festgestellt 
werden, daB der entstandene Zucker im Mittelwert 21,6 °% der Trocken- 
substanz ausmacht (Minimum 15,7%, Maximum 27,5%). Weitere 
Untersuchungen miissen entscheiden, aus welcher Verbindung (Verbin- 
dungen ?) die gréBere Hilfte der aus Formaldehyd entstandenen Trocken- 
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substanz besteht; so viel ist jedenfalls sicher, daB diese Verbind ung yy 
Wasser unléslich und keine Starke ist. Sabalitschkas Untersuch ing, 
machen es wahrscheinlich, daB diese Verbindung irgend ein héheres 
vielleicht zwischen Zucker und Starke stehendes — Kohlenhydrat jg 
Die Untersuchungen, welche zur Entscheidung dieser Frage diene, 
sind unsererseits im Gange. 


Bei unseren bis jetzt bekanntgegebenen Untersuchungen ging), 
wir derart vor, daB wir zu den Trockensubstanzbestimmungen jy 
Blatter am Ende der Versuche abwogen, was insofern getadelt wend.) 
kann, wenn die Ursache der wahrgenommenen Differenzen auch de 
verschiedene Wassergehalt der Versuchs- und Formaldehydblitt 
sein kénnte. Es ist leicht denkbar, daB der Wassergehalt der Bitter 
durch die Wirkung des Formaldehyds sich verringert, und so kann ); 
Endresultat die Erhéhung des Trockensubstanzgehaltes bei den Forn 
aldehydblattern eintreten, ohne daB die Blatter auch irgendetwa. 
vom Formaldehyd assimiliert hatten. Um diesen gerechten Zweifel 
benehmen, haben wir von vornherein Versuche mit abgewogenen Blatter, 
durchgefiihrt, d.h. wir haben zu den Trockensubstanzbestimmunge, 
die ganze Menge der zu den Versuchen verwendeten Formaldehy: 
und Kontrollblatter benutzt. Aus den Daten der Tabellen IV und \ 
ist ersichtlich, daB die Untersuchungen, welche wir mit im voraus 
abgewogenen Blattern durchfiihrten, auch zu dem schon bek: nnten 
Resultat fiihrten. Es kénnen demnach die zwischen den Trocken 
substarz- und dem Zuckergehalt bestehenden Differenzen der Versuchs 
und Formaldehydblatter nicht mit dem verschiedenen Wassergeha!: 
der Blatter erklirt werden. 


Es kann da noch jene Frage auftauchen, ob der Formaldehyd di 
einzige gasférmige Verbindung ist, welche die Blatter aufnehmen un 
in Zucker umwandeln kénnen. Die Reihe der experimentellen Beweis 
der Formaldehydassimilationshypothese méchte jedenfalls eine ent 
scheidende Wichtigkeit besitzen, wenn es sich erweisen wiirde, dab 
eine den Eigenschaften des Formaldehyds nahestehende Verbindung 
sich anders verhalt als der Formaldehyd, d.h. daB die Blatter nich 
imstande sind, sie als Nahrsubstanz zu verwerten. Als solche Ver 
bindung kann in erster Reihe der Acetaldehyd erwahnt werden, welcher 
eine sehr wichtige Rolle nicht nur in dem Stoffwechsel der héhere: 
Pflanzen, sondern im allgemeinen in dem Stoffwechsel der lebende: 
Organe spielt. 

Grafe' hat nachgewiesen, daB der Acetaldehyd entgegen dem For 
aldehyd — die Entwicklung der Pflanzen stark verhindert; aus den mi! 


1 V.Grafje, |. ¢. 














For! 
hell 


det 





jen 
torn 
alle 
erhi 
am 
wer 
For 
Ihe 
tun 
LY] 
geb 
dal 
Ko 
ald 
die 
ald 
we 
To 
ge 


da 








nel ing 


KK hung: 


heres 
drat kt 


Cheney 


1 gingey 
wen di 
werdey 
uch d 
A blattey 
Bliitter 
4nn vp 
1 Forn 
idetwas 
pife ] z 
latter 
nungep 
dehy«d 
und \ 
Voraus 
nnten 
«ken 
suchs 


yehalt 


ad div 
L un 
Wels 
ent 
dali 
dung 
nic ht 
Ver 
cher 
ere! 


der 





Formaldehyd. I. LU. 315 


etaldehyd durchgefiihrten Untersuchungen Bakers', welche den schon 
-wahnten Formaldehydversuchen ahnlich ausgefiihrt wurden, kann man 
ler in negativem noch in positivem Sinne auf die Acetaldehydassimilation 
hlieGen. dJiingst fiihrten Sabalitschka und Weidling* mit der Wasserpest 
viedea canadensis) Untersuchungen aus, wonach diese Pflanzen fahig sind, 
» gur N&éhrlésung hinzugegebenen Acetaldehyd aufzunehmen und zu 


sirke umzuwandeln. Bei den in Gegenwart des Sonnenlichts durch- 
.fihrten Untersuchungen zeigte der Anfangsstarkegehalt der Pflanzen 
turch die Wirkung des Acetaldehyds eine Erhéhung; diese bezieht sich 
Joch nicht auf die im Dunkeln ausgefiihrten Versuche. Die Verfasse1 
rwahnten gar nichts dariiber, ob es ihnen tiberhaupt gelungen ist, die 
tarkeentstehung aus Acetaldehyd mit der Jodreaktion nachzuweisen. 
nat sind zahlreiche solche Verbindungen bekannt*® (Glycerin, Amino- 
wre, verschiedene Zucker usw.), welche aus ihren wasserigen Lésungen 
weh die in die Lésungen gebrachten Algen und abgeschnittenen Blatter 
fgenommen werden und aus denselben Starke bilden kénnen, ohne dab 

Verbindungen als die Zwischenprodukte der CO,-Assimilation in Be- 
wht gezogen werden kénnten. 


Die Ergebnisse der Acetaldehydversuche, welche ahnlich wie die 
Formaldehydversuche durchgefiihrt wurden, stellen wir in der Ta- 
belle VI zusammen. Aus den Daten dieser Tabelle ist ersichtlich, daB 
der Trockensubstanzgehalt der Versuchsblatter gréBer ist als der- 
jenige der Acetaldehydblatter, d. h., daB der zu den Blattern in gas- 
firmigem Zustande gelangte Acetaldehyd — im Gegensatz zum Form- 
ildehyd den 'Trockensubstanzgehalt der Versuchsblitter nicht 
ethéhte; demzufolge kénnen also die Blatter den dem Formaldehyd 
m niachsten stehenden Acetaldehyd nicht als Nahrsubstanz ver- 
werten, Woraus man sodann mit Recht auf die Sonderstellung des 
Formaldehyds vom Standpunkte der Assimilation aus schlieBen kann. 
Diese negativen Versuche mit Acetaldehyd haben eine besondere Bedeu- 
tung, da sie als ein schlagender Beweis der Formaldehydassimilations- 
hypothese betrachtet werden kénnen. Wenn wir den Trockensubstanz- 
gehalt der Acetaldehyd- und Kontrollblatter vergleichen, finden wir, 
daB die Trockensubstanz der Acetaldehydblatter gréBer ist als die der 
Kontrollblatter; dies kann aber nicht auf die Assimilation des Acet- 
ildehyds, sondern auf die schidliche Wirkung des Acetaldehyds auf 
die Atmung der Blatter zuriickgefiihrt werden. Nicht nur durch Acet- 
ildehyd, sondern auch durch die Wirkung einer solchen Verbindung, 
welche auf die Atmung der Pflanzen schidlich wirkt, wie z. B. das 
Toluol, welches iiberhaupt in gar keine Beziehung mit der Assimilation 
gebracht werden kann, sind ahnliche Differenzen wahrnehmbar, wie 
das unsere gleichfalls in der Tabelle VI mitgeteilten Versuchsdaten 


: Baker, |. c. 
2 Th. Sabalitschka und H. Weidling, diese Zeitschr. 176, 210, 1926. 
H. Schroeder, |. c., S. 135. 
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tatsachlich beweisen. Die Ergebnisse der mit Acetaldehyd-, ‘lo)yj. 
Kontroll- und Versuchsblattern durchgefiihrten Zuckerbestim mung: 
(Tabelle VII) bekraftigen ebenso die oben erwahnten Ervebnia 
beziiglich der Acetaldehydassimilation. Aus unseren mit Acetaldehyd 
und Toluol ausgefiihrten Versuchen ist jedenfalls ersichtlich, aj 
diejenigen bisherigen Versuche, welche aus der Differenz zwischen dey 
Trockensubstanz-, Zucker- oder Kohlenhydratgehalt der Formaldehyy. 
und Kontrollpflanzen auf die Assimilation des Formaldehyds » 
schlieBen trachteten, keine sichere Beweiskraft haben konntey 
da diese Unterschiede die Wirkung aller solcher zu den Blitter 
hinzugelangten gasférmigen Verbindungen darstellen, welche 
schwachend auf die Atmung der Blatter wirken. 


I. Experimenteller Teil. 
Die Anordnung der Versuche. 

Die Anordnung unserer Versuche war ahnlich der von M. Jaco) 
zu seinen mit Tropaeolumblattern durchgefiihrten Formaldehydassi 
milationsuntersuchungen angewandten. Zu den Versuchen wurde: 
solche Tropaeolumblatter verwendet, die in Wasser gestellt so lang 
in einem dunklen Zimmer gehalten wurden, bis sie starkefrei 
worden waren. Das Verschwinden der Starke wurde mit der Jod 
reaktion kontrolliert. 1 bis 2 Tage waren zum Verschwinden der 
Starke aus den Blattern ncetwendig. Ein kleinerer Teil der stirk: 
freien Blatter wurde zur Bestimmung der Anfangstrockensubstan 
der Blatter (d.h. vor dem Versuch) verwendet und mit den iibrige: 
wurden die Versuche sofort eingestellt. 


Es wurden in runde Korkplatten (mit 5 bis 10 em Durchmesse: 
und 1, em Dicke) feine Licher gebohrt, in diese die Tropaeolum. Blatter 
mit ihren Stielen gesteckt und mit geschmolzenem Paraffin ringsun 
fixiert. Zu einem Versuch wurden .20 bis 30 Blatter angewendet. |i 
mit den Blattern versehenen Korkplatten kommen in runde Glasgefis: 
von entsprechender Dimension, und die GefaBe enthalten so viel Wasse1 
daB die Enden der Blatterstiele unter das Wasser tauchen. ies 
GlasgefaBe wurden in einen verschlieBbaren gréBeren Glaszylinde 
eingestellt, auf dessen oberen Teil ein Einleitungs- und auf desse! 
unteren Teil ein Ableitungsrohr montiert wurde. Das Einleitungs 
rohr des Glaszylinders war bei dem Formaldehydversuch mit eine! 
4% ige Formaldehydlésung enthaltenden Waschflasche unmittelbar 
verbunden, die Waschflasche stand mit einem mit Natronkalk gefiillten 
Rohr, dieses wieder mit einem Gasometer in Verbindung, aus den 
man Luft durch den Apparat leiten konnte. Die durch die 4°, iy: 
Formaldehydlésung durchstrémende Luft riB standig Formaldehy- 
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jampfe mit sich, und so passierte den die Blatter enthaltenden 
sJjaszylinder wahrend des ganzen Versuchs kleine Mengen Formaldehyd 
nthaltende kohlensiurefreie Luft. Mit dem Formaldehydversuch 
vurden stets parallel unter ganz ahnlichen Umstainden Kontroll- 
ersuche angestellt mit dem Unterschiede, daB8 statt der Formaldehyd- 
vaschflasche eine mit Wasser gefiillte Waschflasche eingeschaltet wurde, 
ond so durechstrémte reine kohlensiurefreie Luft den die Blatter 
nthaltenden Glaszylinder. Die Versuche wurden im Dunkeln bei 
Jimmertemperatur (19 bis 21°) durchgefiihrt; die in der Tabelle I 
mitgeteilte, anhaltende Versuchsdauer ist so zu deuten, daB die Luft- 
jurchleitung wahrend der Nacht ausblieb. 


Trockensubstanzbestimmung. 


Nach Ablauf der Versuchsdauer wurde die Trockensubstanzbestimmung 

den aus dem Glaszylinder entnommenen Blattern sowie die Anfangs- 
‘rockensubstanzbestimmung der Blatter vor dem Versuch derartig durch- 
vfihrt, daB dreimal genau 2 bis 3g stiellose Blatter in Wageglischen 
it gut eingeschliffenem Stépsel abgewogen und im Wasserdampftrocken- 
«vhrank bis zum konstanten Gewicht getrocknet wurden. Von den aus 
om Apparat herausgenommenen Blattern wurden immer drei bis vier 
Blatter zum Starkenachweis angewendet. So sind in der Tabelle I, die in 
len anderen Tabellen beschriebenen Werte Mittelwerte von mindestens 
lrei gut tibereinstimmenden Bestimmungen. 





Tabelle 1. ' : 
Trockensubstanz Aus Formaldehyd 

Versuchs- in J» entstandene Trocken- s 
‘ alt . a substanz in °/, Starke. 
P ; sd b c —_ reaktion 

in Stunden Versuchss | Formaldebyds | Kontrolls b—*e+-; 

blatter | blatter blatter ” 

l 26 13,84 14.50 13,77 0,70 
2 28 13,98 | 14,42 13,84 0,51 
} 29 13,01 | 13,53 12,45 0,80 
4 30 1346 | 14,10 13,03 0,86 negativ 
5 80 13,55 14,19 13,46 0,69 
6 30 13,36 14,76 13,42 1,40 
7 120 14,52 15,24 13,63 1,17 





Die Untersuchung der Formaldehydwirkung auf die Bldatteratmung. 

Es wurde auf dem Boden zweier steriler 500-ccm-Saugflaschen ein 
Wattebausch in 2 bis 3 cm dicker Schicht verteilt, und in der einen Flasche 
die Watteschichten mit 20 ccm destilliertem Wasser, in der anderen 
mit 20cem 4°%iger Formaldehydlésung gleichmaBig durchfeuchtet. 
Auf der dariiber gelegten trockenen Watteschicht wurden die vorher 
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abgewogenen Tropaeolumblatter ausgestreut und die Flaschen mit eine, 
gut schlieBenden, mit einem bis zum Boden des Kolbens reich, aid 
rechtwinklig gebogenen Glasrohr versehenen Gummistopfey eal 
schlossen. Auf das Seitenrohr der Saugflasche und auf de. yy, 
des rechtwinklig gebogenen Rohres wurden dickwandige Kautsc}) 
réhren gezogen, mit Metallklemmen luftdicht verschlossen und jj, 
auf diese Weise vorbereiteten Saugflaschen im Dunkeln (bei Zimmey. 
temperatur) stehengelassen. Nach Ablauf der Versuchsdauer wurden ¢j 
Kolben mit eine bekannte Menge Barytwasser enthaltenden Bod nér sche 
Adsorptionsréhren! verbunden, die durch die Blatter ausgeschiedey, 
Kohlensaure mit kohlensaiurefreiem Luftstrom behutsam in das Bary: 
wasser hiniibergetrieben und das nicht verbrauchte Barytwasser mi 
Oxalsiure zuriicktitriert. 


Tabelle 11. 











Zum Versuch Durch die Blatter Ausgeschiedene (QO, ai 
Versuchs. s¢brauchte Blattmenge ausgeschiedene CO, 100 g Blatter berechnet 
Nr.* zeit he, eR Sy dee... Mie) ihe. wit 
in Stunden Kontroll- Formaldehyd+ Kontroll- Formaldehyd- Kontrolls Formaldebyd. 
versuch versuch versuch versuch versuch versuch 
1 44 3,434 3,555 47,5 29,5 1383,2 8298 
2 24 2,137 2,125 24.6 12,3 1151,1 578.8 
3 24 2,123 2,179 23,8 9,1 1121,0 417.6 
29 3,487 3,415 35,2 25,1 1009,4 734,9 
5 25 2,278 2,142 23,1 10,3 1014,0 480.9 
6 25 2,126 2,149 12,1 5,3 569,2 277.5 
7 25 1,939 1,953 10,1 5,7 520,9 291.7 
* 1 bis 5 Starke enthaltende frische Blatter, 6 und 7 starkefreie Blatter. 


Zuckerbestimmung. Es wurde die ganze Menge der bei der Trocke: 
substanzbestimmung gewonnenen ausgetrockneten Blatter  pulverisiert, 
das Blattpulver in einen 100-cem-Erlenmeyerkolben gebracht, 40 cen 
Wasser daraufgeschiittet, zur Ausfallung der nicht zuckerartigen abe: 
Fehlingsche Lésung reduzierenden Verbindungen 2cem 20°%ige Mercur 
nitratlésung? hinzugegeben und die Mischung unter 6fterem Schiittel) 
bei Zimmertemperatur 2 Stunden hindurch stehengelassen. Diese wuri 
nachher durch Faltenfilter in einen 100-cem-MeBkolben filtriert, die au! 
dem Filter zuriickgebliebene Substanz mit Wasser nachgewaschen, zu! 
Filtrat eine bis zwei Messerspitzen Kochsalz hinzugefiigt, gut dure! 
geschiittelt, erginzt und nach Zusammenballen des Niederschlags (Hg, ‘| 


1 Noch nicht publiziert. 
2 A. Ackermann und H. Johansson, Zeitschr. f. Pflanzenzucht 4, 


349, 1917. 
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‘itreit. Es wurden 50 cem des Filtrats mit Salzsiure angesiuert, auf 
m Wasserbad 14 Stunde lang am RiickfluBrohr gekocht, mit Lauge 
itralisiert, der Zuckergehalt der Lésung nach Bertrand bestimmt und 


G ose berechnet. 


Tahe lle Til. 





Gesamtzucker in °/, 


. Aus 
Formaldebyd- . Aus Formaldehyd Formal: 
Versuchsblatter blatter Kentrelibineter entstandener Zucker dehyd 
Nr — - aut frische Blatter entstandene 
in in in in in in berechnet Trockens 
Trockens frischen Trockens frischen Trockens |frischen substanz 
substanz Klattern substanz Blattern substanz Blattern in %J in ‘ 
7.63 1,06 7,97 1,17 7,54 1,04 0,12 0,70 
2 10,35 1,45 11,03 1,57 10.24 1,42 0,14 0,51 
10,43 1,36 10,95 1,48 10,46 1,31 0,15 0,80 
4 1016 | 1,87 10.81 1,52 9,79 1,28 0,20 0,86 
5 10,21 1,38 10,93 1,55 9.92 1é 0,19 0,69 
6 9 30 1,24 10,63 1,57 9.30 1,25 0,33 1,40 
7 10,37 1,50 11,17 1,70 9,41 1,28 0,31 1,17 


Die Tabelle 1V enthielt die Resultate derjenigen Versuche, welche 
wir mit vor dem Versuch abgewogenen Blattern vollfiihrten. Wir 
vebrauchten bei diesen Versuchen die Blatter samt den Stielen zu den 
lrockensubstanzbestimmungen, und die Versuchszeit war in jedem 
Falle 30 Stunden. 

Tatklle 1V. 





Versuchsblatter Formaldehydblatter Kontrollblatter z " pas - 
- — gue ~~) Ses 535° 
Gesamtzucker || = || Gesamtzucker => | Gesamtzucker Z Se i 3's ~ 
ae in 9); Br 0 > 0 evs~—\e6 
. EC ¥ ec in 0 ec in eeac _ ee 
> om 5 i fe ial en" zs ESc «$42 
4: =| 38 | sei 33 ge See" | sees 
is in sf os in sé cs in os) es meg 
FZ Trockens| S95) &B || Trockene SSE CZ | Trakem EFS S°S | $5-5 
3 substanz =z 3 substanz £3 3 | substanz =z <& < F 26 
1 15,23) 10,25 1,56 15.87) 11,53 1,83 13,05 9,06 | 1,18 i,73 045 
2 15,28) 9,60 (1,47 1598) 19,92 1,75 13,05 942 | 1,2: 1,82 0,49 
§ 14.44) 937 1,35 15,42) 1016 1,57 13,85 8,77 | 1,21 1,28 0.29 
41441) 934 1,35 15,26) 10,10 1,55 13,65 8,92 (1,22 1,23 0,27 


Versuche mit Acetaldehyd und Toluol. 


Diese Versuche wurden ahnlich wie die schon bekanntgegebenen 
Formaldehydversuche durchgefiihrt, mit dem Unterschiede, daB wir 
in die Waschflasche statt Formaldehyd 4°, Acetaldehyd bzw. 4°, 
Toluol enthaltendes Wasser gaben. In den in der Tabelle V wieder- 
gegebenen Experimenten wurden die Blatter bei den Versuchen 1, 2, 5 
ind 6 nach Beendigung der Versuche, und bei den Versuchen 3 und 4 
vor dem Versuche zur Trockensubstanzbestimmung abgewogen. Die 
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Tabelle V. 














ee ' 
Trockensubstanz in °/, 
Nr Versuchszeit = ——— — 
. in Stunden Versuchs» Acetaldehyd- Kontr 
blatter blatter blatter 
1 30 14,19 13,88 13,39 
2 30 14.75 14,07 13.2) me 
3 30 14,63 14,23 13.95 . 
4 30 14,90 14,22 13.96 
Toluolblatter 
5 28 14.25 14,34 13,60 
6 28 14,93 14,67 13.8 
Tabelle VI. 
Gesamtzucker in °/ 
Versuchsblatter Acetaldehyd: Kontrollblatter 
Nr. blatter 
in in in in in n 
Trocken: frischen Trockens frischen Trockens frischer Let 
substanz Blattern substanz Blattern substanz Blattern 
1 10,74 1,52 10,16 1,41 9.43 1,26 
2 10,39 1,52 10,14 1,43 9,82 1.31 
3 10,34 1,51 10,38 1,48 10,00 1.4) 
+ 10.54 1,57 19,09 1,43 10,18 1.42 
Poluolblatter 
5 10,82 . 1,54 10,86 1,56 19,20 1,39 
6 10,86 © 1,62 19,78 1,58 10,25 1.41 


Tabelle VI enthalt die Ergebnisse der mit den Acetaldehyd- uni 
Toluolblattern durchgefiihrten Zuckerbestimmungen. 





Versuche iiber Stdrkeentstehung in Formaldehydblittern. "7 
Zu den Versuchen wurden in jedem Falle ganz stirkefreie Tr 
paeolumblatter angewendet. Die Jodreaktion wurde zum Nachweis 
der Starke so gebraucht, wie es Julius Sachs! zu diesem Zweck zun 
ersten Mal empfahl. 
1. 18. September 1925. Die aus dem Apparat samt dem Gefa herauw 
gehobenen Formaldehyd- und Kontrollblatter wurden von 11 Uhr 30 Minute: 
bis 14 Uhr 30 Minuten der Wirkung von direktem Sonnenlicht ausgesetz! 
und in einstiindigen Intervallen je ein Blatt auf Starke untersucht. sch 
(An 
Starkereaktion 
“pach 1 Std. | mach 2Std. | mach 3 Std 
Formaldehydblatter ...... positiv positiv positiy 
eee negativ negativ negati\ 


' W. Detmer, Das pflanzenphysiologische Praktikum, 8. 38. Jena 15% 
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Oktover 1925. Die Wiederholung des vorherigen Versuches 
rt ahnlichen Resultaten, und nach einer vierstiindigen Beleuchtung 
an auch schon in den Kontrollblittern Starke nachweisen. 

17. August 1926. ts wurden auf den Boden eines Exsikkators 20 cem 
Formaldehydlésung, und in den anderen 20cem mit CO, gesiattigten 
Vass gegossen und die Tropaeolumblatter enthaltenden CGlasgefibe 
hineingestellt. Die bedeckten Exsikkatoren waren 3 Stunden lang von 
» jx 6 Uhr der Wirkung des direkten Sonnenlichtes ausgesetzt. 
Untersucht Starkereaktion 
Nach 1 Stunde: 2 Formaldehydblatter . . . 1 positiv, 1 negativ 
l - 2 Kontrollblatter . . . . . 2 negativ 
2 Stunden: 2 Formaldehydblatter . . . 2 positiv 
2 2 Kontrollblatter . . . . . I schwach positiv, 
] negativ 
3 ‘a 3 Formaldehydblatter . . . 3 positiv 
3 e” 3 Kontrollblaitter . . . . . 3schwach positiv 
4. 21. Auqust 1926. Die Wiederholung des vorherigen Versuchs, die 
Dauer der Beleuchtung betrug 6 Stunden, von 12 bis 18 Uhr. 
Untersucht Starkereaktion 
Nach 1 Stunde: 1 Formaldehydblatt . . . . negativ 
1 uid 1 Kontrollblatt . . . . . . negativ ' 
4 Stunden: 2 Formaldehydblatter . . . 2 positiy 
4 os 2 Kontrollblatter . . . . . Ll sechwach positiv, 
1 negativ 
6 Pn 2 Formaldehydblatter . . . 2 positiv 
. «= 2 Kontrollblitter . . . . . Il sechwach positiv, 


| negativ 


5. 25. August 1926. Die Wiederholung des Versuchs 3. Sonnenlicht- 
wirkung 7 Stunden, von 10 bis 17 Uhr. 


Untersucht Starkereaktion 
Nach 4 Stunden: 2 Formaldehydblatter . . . 2 schwach positiv 
99 4 99 2 Kontrollblatter ..... 2 negativ 
a 2 4 Formaldehydblatter . . . 4 positiy 
ae | oo 4 Kontrollblitter . . . . . 3schwach positiv, 


] negativ 


6. 30. August 1926. Die Wiederholung des Versuchs 3 mit dem Unter- 


schied, daB ein zweiter Formaldehydexsikkator im Dunkeln gehalten wurde. 


{m Sonnenlicht 3 Stunden lang, von 12 bis 15 Uhr. 


Untersucht Starkereaktion 
Nach 3 Stunden: 4 Formaldehydblatter . . . 2 positiv, 1] schwach 
positiv, | negativ 
3 a 4 im Dunkeln gehaltene 
Formaldehydblatter . . . . 4 negativ 
3 = 4 Kontrollblatter . . . . . 4 negativ 


Biochemische Zeitschrift Band 190 91 
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7. 1. September 1926. Bei diesem Versuche enthielten zwei Exsikkat 
20 cem 4°%ige Formaldehydlésung, aus dem einen wurde die Luft jy; 


gesaugt. Am Sonnenlicht 7 Stunden hindurch, von 11 bis 18 U} 


Untersucht Starkereakti: 
Nach 7 Stunden: 5 Formaldehydblatter . . . 3 positiv, 2 negat 
- © = 4 Formaldehydblaitter aus 
CO,-freier Atmosphire. . . 4 negativ 


8. 5. September 1926. Es wurde ein Teil von in formaldehydhaltiy 
Atmosphire im Dunkeln 26 Stunden lang aufbewahrten Blatter 
Sonnenlicht gebracht und der andere Teil in einen Exsikkator geste|); 
welcher konzentrierte Natronlauge enthielt. Es wurden also die For, 
dehydblatter in kohlensdurefreier, reiner Luft der Sonnenlichtwirkuny 
ausgesetzt. Sonnenlichtwirkung 6 Stunden, von 11 bis i7 Ubr. 


Untersucht Starkereaktior 
Nach 6 Stunden: 5 Formaldehydblatter . . . 5 positiv 
6 a 5 Formaldehydblatter aus 
kohlensaéurefr. Atmosphare . 1 schwach positiy 


1 negativ 


Il. 

Nachdem jeden Zweifel ausschlieBend bewiesen wurde, daf dic 
griinen Blatter den zugefiigten gasférmigen Formaldehyd zu Zucker zm 
kondensieren fahig sind, entsteht nun die Frage, ob die in den 
Blattern sich vollzicehende Kondensation der Formaldehydmolekiil 
auf der Tatigkeit der lebenden Zellen oder auf einer Enzymwirkung 
beruht oder durch einen chemischen Vorgang zustande kommt. 

Tas Auftreten irgend einer als Zwischenprodukt supponierten 
Verbindung bei den biochemischen synthetischen Vorgiingen kann 
bewiesen werden, wenn man, von dem vermutlichen Zwischenprodukt 
ausgehend, das Endprodukt der biochemischen Synthese mit Hilf 
einfacher chemischer Verfahren aufbauen kann. 

Dieser Beweis wurde auch bei dem Formaldehyd erbracht, «4: 
bei der Aufstellung der Bayerschen Formaldehydassimilationshypothes 
diente der Butlerowsche Versuch als Beweis, daB aus Formaldehyd dur 
Wirkung des Kalkwassers eine zuckerartige Verbindung entsteht. Fy 
Fischer* wies nach, daB aus Formaldehyd a-Acrose entsteht (= d, 1-Fructos: 
welche dann auch den in den Pflanzen vorkommenden Zucker (d-Fructos 
und d-Glucose) zu verwandeln vermag. Jiingst wiesen Baly? und sein 
Mitarbeiter nach, daB, wenn sie eine Formaldehydlésung der Wirkun 
von Strahlen mit 290 wu Wellenlingen aussetzten, Hexose entsteht, w 
diese photochemische Synthese la8t sich durch Katalysatoren wie aw 
durch Chlorophyll beschleunigen. 


1 KE. Fischer, |. c., und Ber. d. deutsch. chem. Ges. 23, 370, 799, 2114 
2126, 1890. 

2 E. Ch. C. Baly, J. M. Heilbron und W. F. Baker, Journ. Chem. > 
London 119, 1023, 1921; 121, 1078, 1922. 
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cation fiir die Frage, wie die Kondensation des Formaldehyds in den 
yittern zustande kommt, kénnen wir eine Erklirung gewinnen, 
«enn wir das Schicksal des zu dem aus griinen Blattern bereiteten Brei 
yesetzten Formaldehyds untersuchen. 

Plancher und Ravenna’ fanden, daB der zu den zerkleinerten Blattern 
wesetzte Formaldehyd von diesem derartig gebunden wird, daB man 
wh Ablauf einiger Stunden denselben nicht mehr nachweisen konnte. 


ach Finckes® Untersuchungen konnte man zu frischem und gekochtem 


_— Riattbrei (Rhabarber- und RoBkastanienblatter) bzw. zu chlorophyllfreiem 
kpargelbrei zugesetzte kleine Mengen Formaldehyds nach mehrstiindigem 
rma ktehen schon nicht mehr nachweisen, was durch den Verfasser so erklirt 

; sind, daB der Formaldehyd entweder zerfiel oder fixiert wurde. Aus diesen 
“Mi ntersuchungen zieht Schroeder den folgenden Schlu8: ,,Man wird daher 

ler an eine Lebenserscheinung noch an einen enzymatischen Vorgang 
nken kénnen, sondern eine rein chemische Bindung durch gewisse im 
Riatt vorhandene Substanzen anzunehmen haben (als solche kamen z. B. 
Fiweibstoffe in Frage) 

Entgegen den oben erwihnten Untersuchungen, schien es ganz 
yatiirlich, daB der zur Lésung der Frage fiihrende einzige richtige Weg 
der ist, wenn wir untersuchen, ob durch die Wirkung des zu den 
Blittern zugesetzten Formaldehyds sich der reduzierende Zuckergehalt 
des Breies erhéht. 
den Gleich beim Begian unserer Untexsuchungen konstatierten wir, daB 
‘kile Hour Bestimmung des reduzierenden Zuckergehaltes des Blattbreies 
<ung fidie Fehlingsche Lésung in diesem Falle nicht verwendbar ist, da 

sie der Formaldehyd auch reduziert. Newberg und Reinfurth® hatten 
Tien Mi festgestellt, daB zum Nachweis des Zuckers in der Acetaldehyd ent- 
‘mn fi haltenden Lésung die mit K,CO, und KHCO, bereitete, alkalische, 
lukt Hsogenannte Ostsche* Kupferlésung besonders brauchbar ist, da diese 
lilfe Mi Lisung von Acetaldehyd nicht reduziert wird. Wir versuchten auch 
lie Anwendung der Ostschen Lésung und stellten fest, daB aus der mit 
formaldehyd gekochten Ostschen Lésung Kupferoxydul sich gar nicht 
hese Moder nur kaum abscheidet; zum Beweis erwaihnen wir unsere folgenden 
iN BBwalitativen und quantitativen Untersuchungen: 


Qualitative Untersuchungen. 


tos 
20cem Fehlinglésung + 5cem 4°%,iger Formaldehydlésung: starker 
me Niederschlag. 
2 20cem Ostlésung + 5eem 4°iger Formaldehydlésung: kein Nieder- 
schlag. 
14 ' H. Schroeder, |. c., S. 97. 


* H. Fincke, 1. ¢. 
* C. Neuberg und E. Reinjurth, diese Zeitschr. 92, 234, 1918. 
‘ H. Ost, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 1035, 3003, 1890. 


21* 
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Quantitativ: Untersuchungen’. 


3. 20cem Ostlésung + 5cem 4°,iger Formaldehydlésung: 0,2 « 
K MnQO,. 

4. 20cem Ostlésung + 0,5 cem Glucoselésung: 6.6 cem n/10 KM) 0, 

5. 20cem Ostlésung + 0,5cem Glucose + 5cem 4° ,iger Forma 


lésung: 6,65 cem n/l0 KMnQ,. 


Demgema8 kann man die Ostlésung vorteilhaft zur Untersuchyyy 
derjenigen Frage anwenden, ob durch Formaldehyd der reduzicren 
Zuckergehalt des Blattbreies erhéht wird. 

Bei unseren Untersuchungen wurden 5g Tropaeolumblatter m) 
2 bis 3g Merckschen Quarzsplittern gut zerrieben, der gewonney 
Blattbrei in eine Flasche von 100 ccm iibertragen, die in der { 
genden Zusammenstellung mitgeteilte Wasser- bzw. Formaldehy) 
menge hinzugegeben, gut durchgemischt und bei Zimmertemperat ir 
stehengelassen. Bei jenen Untersuchungen, wo Formaldehyd nich 
angewendet wurde, haben wir Toluol als Desinfektionsmittel gebrauch 
Nach Ablauf der Versuchsdauer wurden 50 cem Wasser und 2 cep 
20°%,iger Mercuronitratlésung hinzugefiigt, nach einem 1, stiindigey 
Stehen durch ein trockenes Faltenfilter in einen 100-cem-MeBkolbe: 
filtriert, die auf dem Filter zuriickgebliebene Substanz mit kalten 
Wasser nachgewaschen, zum Filtrat 1 bis 2 Messerspitzen Kochsaly 
hinzugegeben, nach Ergiinzung von dem ausgeschiedenen Mercun 
chlorid filtriert und 50 cem des Filtrates (= 2,5 g Blattbrei) mit 20 cen 
Ostlésung gekocht. Das ausgeschiedene Cu,O wurde nach Bertran/ 
titriert und auf Grund der in der Mitteilung von Ost angegebene 
Tabelle als Glucose berechnet. Wir haben auch solche Versuche durch 
gefiihrt, bei welchen der Blattbrei vor Zugabe des Formaldehyds in 
einer Stépselflasche am _ siedenden Wasserbade* 15 Minuten lay 
erwarmt wurde; diese Untersuchungen gaben darauf Antwort 
welchem MaBe die Kondensation des Formaldehyds auf die Wirkung 
irgend eines synthetisierenden Enzyms zurickgefiihrt werden kann 

Die mitgeteilten Daten beweisen, dap aus dem zu einem Blatihr: 
von Tropaeolum hinzugefiigten Formaldehyd durch Enzymwirkw 
reduzierender Zucker entstand. 

Jiingstens wies H. Molisch? mit Hilfe der leuchtenden Bakteri: 
nach, daB das ausgetrocknete Blattpulver verschiedener Pflanzen (K\« 
Kraut, Rettich, Spinat, Salat) auch imstande ist, durch Einwirkun 
des Lichtes CO, zu reduzieren bzw. aus ihm Sauerstoff zu entwickel! 
Das Pulver der bei héherer Temperatur getrockneten oder etiolicr' 
(chlorophyllfreien) Blatter entwickelte keinen Sauerstoff, demna 


' Das ausgeschiedene Cu,QO wurde nach Bertrand titriert. 
2 H. Molisch, Zeitschr. f. Bot. 18, 593, 1925. 
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— 
5g Blattbrei hinzugegeben = Versuchs- ; Glucose- 
: a dauer 0/20 KMnO,  gehalt in 5g Bemerkung 
MoH 4°/oige Formaldehydlésung jp Stunden | 1} com = 3,18 mg Cu Blattbrei 
com mg 
D 0 6.6 13,1 
; 5 24 13.2 26.2 
, 5 48 19.8 39.4 
- a) ‘ mit 
4 4 - re 10,3 | pekoch- 
5 D 24 6.6 13.1 } tem Brei 
a1 9 0 5,8 11.5 
- 7 0 5.0 99 mit gekochs 
tem Brei 
8 7 24 6.5 13.5 3ccm Toluol 
) 7 24 6,0 11,9 mit gekoch- 
tem Brei + 
3ccm Toluol 
D 5 0 6.6 13,1 
1| 2 5 24 13,0 25.8 
i 2 5 48 19,4 38.5 


kann also der erste Teil der Assimilation, die Reduktion der Kohlen- 
siure, als ein solcher von dem lebenden Chloroplast unabhangig sich 
sbspielender Vorgang betrachtet werden, wozu die Gegenwart von 
Chlorophyll und Licht notwendig ist. Auf Grund unserer Unter- 
sichungen vollzieht sich cdie Kondensation des Formaldehyds zu Zucker, 
iso der letzte Teil des Assimilationsvorganges beruht eDenfalls auf 
Ewymwirkung. Es ist nun fraglich, ob und in welchem MaBe die 
Entstehung des Formaldehyds, d. h. der mittlere. Teil der Assimilation 
ils ein enzymatischer Vorgang qualifiziert werden kann. 

Zurzeit sind von uns diejenigen Untersuchungen im Gange, welche 
wf die folgenden Fragen Antwort geben werden: 1. ob das Pulver 
susgetrockneter Blatter auch imstande ist, den Formaldehyd zu Zucker 
m kondensieren; 2. ob auBer Formaldehyd noch solche Verbindungen 
existieren, welche durch Blattbrei oder Blattpulver gleichfalls zu 
Zucker kondensiert werden kénnen; 3. ob auBer den griinen Blattern 
wich andere pflanzliche Teile Formaldehyd kondensierende Enzyme 
enthalten; 4. was fiir ein Zucker bei der enzymatischen Kondensation 


les Formaldehyds entsteht. 








Zur Frage 
nach der chemischen Zusammensetzung und den Eigenschaftey 
des Blutes vor und nach der Fiitterung des Tieres. 


Il. Mitteilung: 


Wasserstoffionenkonzentration des Blutes und sein Gehalt an Chloridey, 
Zucker und Calcium. 


Von 
S. E. Ssewerin. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium des W. A. Obuch-Instituts | 
Gewerbekrankheitenforschung in Moskau.) 


(Eingegangen am 19. September '1927.) 


Die in unserem Laboratorium von S. P. Rasenkow (1), A. N. Ptsch 
lina (2), A. .N. Kabanoff (3) und A.G. Kratinoff (4) ausgefiihrten Ar 
beiten haben in den gefaBverengenden Eigenschaften des Blutes vo 
Tieren vor und nach der Fiitterung einen Unterschied festgestellt 
der darin besteht, daB das in einem bestimmten Verhaltnis mit Ringer 
scher Lésung vermischte Venenblut eines hungrigen Tieres bei Lure! 
leitung durch die GefaBe eines isolierten Kaninchenohres meist keinen 
vasomotorischen Effekt oder nur eine schwache GefaBerweiterunm 
hervorrief, wahrend unter denselben Bedingungen nach der Fiitterung 
entnommenes Blut in umgekehrter Weise auf die GefaiBe des Ohres 
wirkte, indem es eine Verengerung derselben zeigte. 

Zur Aufklirung der Ursache des erwaihnten Unterschiedes der gefal 
verengenden Eigenschaften des Blutes vor und nach der Fiitterung 
hat mir der Leiter des Laboratoriums, Herr Professor J. P. Rasenkow 
vorgeschlagen, die chemische Zusammensetzung und die Eigenschaften 
des Blutes von Tieren vor und nach der Fiitterung zu untersuche 
In diesem Teil der Arbeit wurde die aktive Reaktion des Blutes best imm' 
und gleichzeitig auch der Chlorid-, Zucker- und Calciumgehalt « 
Blutes untersucht. 


Trotz der zahlreichen Arbeiten, die der Frage nach der aktiven Reakt! 
des Blutes gewidmet sind, ist doch erst unlaingst die Veranderung des py 
des Blutes im Zusammenhang mit dem VerdauungsprozeB festgest« 
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vorde In dieser Hinsicht kann man sich auf die Arbeit Kestners und 
)) berufen, die darauf hinweisen, da® sie als erste diese Frage 
-xyperunentell behandeln. Die von den genannten Autoren erhaltenen 
ergebnisse haben jedoch auf die von uns gestellte Frage keine Antwort 
bracht, da uns die Veréinderung der Reaktion des Blutes gerade unter 

Bedingungen interessierte, unter welchen (zu Anfang der Arbeit) in 


yserem Laboratorium die meisten Versuche zur Untersuchung der vaso- 
torischen Eigenschaften des Blutes ausgefiihrt worden sind. 


Das Versuchskaninchen erhielt 114 bis 24 Tage keine Nahrung; 
dem hungrigen Tiere wurde meist aus den Halsvenen (aus der V. jugularis) 
Blut entnommen; hierauf bekam es Kohl zu fressen und 3 Stunden 
nach Beginn der Fiitterung wurde wiederum Blut entnommen (diesmal 
also dem satten Tiere). 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde nach Michaelis (6) mit 
gur unbedeutenden Abweichungen elektrometrisch bestimmt. Diese 
\bweichungen bestanden darin, daB erstens die Spritze unmittelbar 
ordem Stich mit einer gekochten und unter LuftausschluB abgekiihlten 
physiologischen Lésung, die eine geringe Menge Na,C,0, enthielt, 
vefeuchtet wurde, und daB zweitens die U-férmigen Elektroden nicht 
mit einer physiologischen Lésung unter nachfolgendem Zusatz eines 
Kérnchens Hirudin oder Oxalat, wie das Michaelis empfiehlt, sondern 
wit einer physiologischen Lésung von bestimmtem Na,(,0,-Gehalt 
0.1%) angefillt wurden. Diese Anderungen waren nétig, um eine 
Gerinnung des Blutes zu verhindern. 


Die beigefiigte Tabelle zeigt anschaulich die erhaltenen Resultate. 


Tabelle I. 





Bezeichnung | Py des Blutes eines Pu des Kaninchenblutes 
\r des | 1'/y bis 2'/) Tage T° drei Stunden nach T° Pa. — Pu 
Kaninchens | hungernden Kaninchens Beginn der Futterung . 
mit Kohl 

l A 7,41 26,5 7,48 26,0 0,07 
2 B 7.36 25.5 

} ( 7,44 23,0 7,59 24.0 0,15 
4 B 7.41 23,0 7,50 23,0 0,09 
) D 747 24.7 7,61 25,5 0,14 
6 EK 7,49 25,2 

7 F 7Al 24.0 7,47 24.5 0,06 
bs) G 7,58 22.0 7,73 23,2 0,15 
9 G 7,53 22,5 7,53 23.5 0,00 
) H 7,52 24,2 7,66 25.0 0.14 
ll H 7,57 23.0 7,63 23,0 0.06 
12 H 7,63 19.0 7,70 19,0 0,07 
13 I 7,59 19.0 7,69 19,0 0,10 
l4 K 7,51 17,7 7,68 18,0 0,17 
15 H 7,62 17,0 7,74 18,0 0,12 
1 L 7,50 18,0 7,71 16.5 0,21 
li N 7,49 19,0 7,64 19,0 0,15 
IS 0 7,47 19,0 757 19,0 0,10 
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Die Bestimmungen wurden, wie bemerkt werden muB, 1+, ; 
nicht weniger als zwei Elektroden zur Kontrolle ausgefiihrt. [pn , Ka 
Tabelle wurde der Mittelwert der bei der Bestimmung erhaltey 
Daten eingetragen. Betrug die Differenz zwischen den Konty 
bestimmungen mehr als 2,5 Millivolt (mit anderen Worten mel 
0,05 des pa-Wertes), so fanden diese Daten in der Tabelle keine Ay 
nahme. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, wurde in einigen Fiillen ein 
demselben Kaninchen mehrmals Blut entnommen, und obgleic! 
erhaltenen Ergebnisse sich ihrem absoluten Werte nach voneinander 


pel 


na 


unterscheiden, so verletzten sie jedoch die vermerkte Gesetzmabigkei 
nicht. Letztere bestand darin, daB 3 Stunden nach Beginn der Fiitteruny 
mit Kohl entnommenes Blut stets eine stirker alkalische Reaktiv 
zeigte als Blut, das nach 114- bis 2!,tagigem Hungern entnomm 
wurde. 

Diese Differenz der aktiven Reaktion des Blutes auf eine Temperat 
veranderung, bei welcher die Untersuchungen vorgenommen wur« 
zurickzufiihren, ist im gegebenen Falle unméglich, da erstens di 
Temperaturschwankungen sehr unbedeutend waren (Maximum 1.) ; 
und zweitens bei der Blutuntersuchung eines satten Tieres die Ten 
peratur gewéhnlich héher als bei der Blutuntersuchung eines hungrigen 
Tieres war, was nur zu einer sauren Reaktion, nicht aber zu einer alka 
lischen, wie wir sie erhalten haben (7), fiihren konnte. 

Was nun den nach der Bangschen Methode bestimmten Chior 
und den nach der Clarkschen Methode bestimmten Calciumgeha! 
anbetrifft, so ist es nicht gelungen, einen Unterschied im Chlorid- wy 
Calciumgehalt des Blutes hungriger und satter Kaninchen festzustelle: 
wie denn iiberhaupt der Gehalt dieser Stoffe im Blute gesunder k 
ninchen scheinbar eine ziemlich konstante GréBe darstellt 

Der Zuckergehalt wurde nach der Hagedornschen Methode |v 
stimmt. Dieser Gehalt variierte bei verschiedenen Kaninchen selr 


Tabelle Il. 





> 
Zuckergehalt Zuckergehalt Zuckergehalt Zuckergehbalt 
Nr. in "lo in °9 Nr in “'9 in 
vor der Fiitterung nach der Futterung vor der Fiitterung nach der Futterung 

1 0,132 0,170 7 0135 0,162 

2 0,178 0,185 8 0,124 0,165 

3 0,122 0,185 g*) 0.065 0,129 

4 0,143 0,168 10 | 0,117 0,165 

5 0,090 0,108 11 0,103 0,247 

iF 0,143 0,157 





* Versuch Nr.9 wurde umgekehrt ausgefiihrt, dh. es wurde zunichst das Blut eines 
Kaninchens 3 Stunden nach Beginn der Fiitterung mit Kohl genommen (Zuckergehalt 
und darauf lieS man das Tier 2'/, Tage hungern (Zuckergehalt — 0,065) 


129 
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edoch war er bei satten Tieren stets gréBer als bei denselben 
hen nach einer Hungerperiode (Tabelle Il). Beilaufig gesagt, 


n kK 
ten ist der Zuckergehalt des Arterienblutes besonders bei satten Tieren 
ity wets vréBer als der des Venenblutes. 
hr 

\uf Zusammenfassung. 


|. Das Blut eines Kaninchens nach einer 1! ,- bis 2!,tagigen Hunger- 


nu : . . - ea 
, neriode hat eine saurere Reaktion als das demselben Tiere 3 Stunden 


whee nach Beginn der Fiitterung mit Kohl entnommene Blut. 

a 2. Der Chlorid- und Caleiumgehalt des Blutes satter und hungriger 
en Kaninchen ist derselbe. 

erung 3. Der Zuckergehalt des Blutes verschiedener Kaninchen variiert 
se stark. Er ist bei satten Tieren gréBer als bei denselben Tieren nach 
mime 


einer 11, bis 2! tagigen Hungerperiode. 


ratur ‘ 
Literatur. 


1) J. P. Rasenkow, Gesundung der Arbeitsbedingungen und Revolution 


2 Lebensgestaltung, Lief. VII. 2) A.N. Ptschelina, ebendaselbst. 
Ls })} A. N. Kabanof/, ebendaselbst. 4) A. G. Kratinof/, ebendaselbst. 
Ten }) O. Kestner und R. Plaut, Pfliigers Arch. 205, 43, 1924. 6) L. Michaelis, 
rive Praktikum d. phys. Chem. insbes. d. kolloidchem. 1922. 7) L. Michaclis 
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Zur Frage 
nach der chemischen Zusammensetzung und den Eigenschaftey 
des Blutes vor und nach der Fiitterung des Tieres. 


Il. Mitteilung: 


Veriinderung der Alkalireserve des Blutes und seines Gehalts an Chloride, 
wihrend des Verdauungsprozesses. 


Von 
G. W. Derwies und S. E. Ssewerin. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium des W. A. Obuch-Instituts fii; 
Gewerbekrankheitenforschung in Moskau.) 


(Eingegangen am 19. September 1927.) 


Nachdem der eine von uns (Ssewerin) in seiner fritheren Arbeit 
(s. oben, Mitteilung 1) eine pa-Anderung des Kaninchenblutes nac! 
Fiitterung des Tieres mit Kohl festgestellt hatte, haben wir uns in vor 
liegender Arbeit auf Vorschlag des Laboratoriumleiters Herrn Pro‘ 
J.P. Rasenkow die Aufgabe gestellt, die Veriinderung der Alkali 
reserve des Blutes im Zusammenhang mit dem Verdauungsproze$ z 
untersuchen. 


Im Jahre 1911 haben O. Porges, A. Leimdérfer und E. Markovi 
die Tatsache einer Zunahme der alveolaren Kohlenséurespannung nac! 
Speiseaufnahme festgestellt. Im Jahre 1920 hat EZ. C. Dodds? die alveolan 
Kohlenséurespannung untersucht, indem er sie jede 30 Minuten nac! 
Speiseaufnahme maB. Er fand zunachst eine Steigerung der CO,-Spannung 
darauf ein Sinken und endlich eine Riickkehr zur Norm. Derselbe Auto: 
und Bennett® haben in den Jahren 1921/22 gefunden, daB die obenerwahnt 
Steigerung der alveolaren CO,-Spannung bei Personen mit gesteigerte! 
Salzsiureausscheidung im Magensaft gréBer, bei Personen aber mit heral 
gesetzter Salzsiureausscheidung kleiner ist. (Diese Verhaltnisse habe: 
auch J. Hollo und St. Weiss* im Jahre 1924 mittels ihrer neuen Method 


1 O. Porges, A. Leimdérfer und E. Markovici, Zeitschr. f. klin. Me 
73. 389, 1911. 

2 E. C. Dodds, Journ. of Physiol. 54, 342 bis 348. 

3 E.C. Dodds und T. Izol Bennet, ebendaselbst 55, 381 bis 388, 192! 
T. lzol Bennett und E. C. Dodds, Brit. Medical. Journ. 1, 9 bis 11, 1922. 

* J. Hollo und St. Weiss, Klin. Wochenschr. 1924, S. 343. 
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.y Bestimmung der CO,-Spannung bestatigt.) Genannte Autoren haben 
}, Versuche einer kiinstlichen Hemmung der Magensaftausscheidung 
vorgenommen, indem sie z. B. die Speise durch eine Sonde direkt in das 
Ducdenum einfiihrten oder die Magenschleimhaut mit Atropin befeuchteten ; 

diesen Fallen wurde keine Steigerung der alveolaren CO,-Spannung 
heobachtet, und es begann unmittelbar ein Sinken der CO,-Spannung. 
Wenn aber die Autoren die Schleimhaut des Duodenums mit Atropin be- 
fenehteten, so stieg die alveolare CO,-Spannung. 


aut 


Demnach zeigte sich ein enges Abhangigkeitsverhdltnis zwischen det 
Salzsiureausscheidung im Magensaft und der Alkaliausscheidung in den 
ibrigen Verdauungssaéften (angefangen vom Pylorus 1) einerseits und dem 
Steigen mit darauffolgendem Sinken der alveolaren CO,-Spannung anderer- 
wits. Da sich zwischen der Schleimhaut des Verdauungskanals und den 
Lungen Blut befindet, so lieB sich also erwarten, daB eine Ausscheidung 
ler Verdauungssafte irgendwelche Verainderungen im Blute hervorruft 
daB letztere die Zusammensetzung der ausgeatmeten Luft beeinflussen. 


Die folgenden Arbeiten von zum Teil denselben Verfassern sind Unter- 
suchungen tiber die Verainderungen des Blutes gewidmet. Im Jahre 1922 
aben O. Kestner und O. Schliins? den Kohlenséiuregehalt im Arterienblut 
vahrend der Magen- und Pankreas-Darmverdauung quantitativ untersucht. 
Die Versuche wurden an Hunden mit Magen- und Duodenumfisteln vor- 
snommen. Parallel mit einer Abnahme der Atemfrequenz wahrend der 
Magenverdauung haben die Verfasser bei nicht standiger Veriéinderung 
ler gesamten CO,sMenge (4fter eme Verringerung) eine ‘Abnahme der 
ireien CO, und eine Zunahime der gebundenen beobachtet; wahrend der 
\usscheidung des Pankreassaftes stieg die Atemfrequenz, und das Ver- 
haltnis zwischen freier und gebundener CO, kehrte zum anfanglichen 
mriick. E.C. Dodds und J. M. Intosch® haben im Jahre 1923 den Kohlen- 
sauregehalt des Gesamtvenenbluts von Menschen und gesondert im Plasma 
und in den roten Blutkérperchen wihrend der normalen maximalen und 
minimalen alveolaren CO,-Spannung, die im Zusammenhang mit Speise- 
aufnahme eintrat, untersucht. Sie haben gefunden, daB sich der CO,-Gehalt 
les Plasmas nicht andert; der CO,-Gehalt der roten Blutkérperchen und 
lementsprechend der des Gesamtbluts steigt zunéchst (maximale alveolare 
CO,-Spannung), sinkt darauf unter die Norm (minimale alveolare CO,- 
Spannung) und kehrt endlich zur Norm zuriick. 


In demselben Jahre haben F.C. Dodds und K. Schirley Smith® den 
Chloridgehalt des Gesamtvenenbluts, des Plasmas und der roten Blutkérper- 
chen von Menschen untersucht. Beziiglich einer Veranderung der Chloride 
konnten die genannten Autoren drei Perioden beobachten. Die erste Periode, 
40 Minuten nach Speiseaufnahme, fallt mit dem Beginn der Salzséuresekretion 
mit dem Magensaft zusammen und wird durch eine Abnahme der Chloridmenge 
des Gesamtbluts, des Plasmas und der roten Blutkérperchen charakterisiert ; 
die zweite Periode, 45 bis 95 Minuten nach Speiseaufnahme (individuelle 
Schwankungen), fallt mit der maximalen Salzsiiureausscheidung zusammen 
ind wird durch ein Steigen der Chloridmenge im Gesamtblut charakterisiert 
die Menge der Chloride erreicht die Norm oder iiberwiegt sie um ein ge- 


2 O. Kestner und O. Schliins, Zeitschr. f. Biol. 77, 161 bis 164, 1922. 
* E. C. Dodds und J. Mc. Intosch, Journ. of Physiol. 5 
° E.C. Dodds und K. Schirley Smith, ebendaselbst 58, 1 


1923. 


7, 
57 bis 162, 1923. 











332 G. W. Derwies u. S. E. Ssewerin: 


ringes), wobei eine Zunahme der Chloride in den roten Blutké: 

vor sich geht (sie enthalten jetzt mehr Chloride als bei der Norm); wa))pey 
der dritten Periode endlich, 90 bis 135 Minuten nach Speiseant; 
die mit dem Ende der Magensaftausscheidung zusammenfallt, fi: 
unbedeutendes Sinken des gesamten Chloridgehalts statt und 
Mengen dieser Chloride im Plasma und in den roten Blutkérperche: 
wiederum zur Norm zuriick. 


Endlich bestimmte J. Vosonyi' im Jahre 1926 den Chlorid 
im Blutserum von Kaninchen vor und nach der Fiitterung; gleic! 
wurde auch der CO,-Gehalt des Blutes untersucht. Der Autor fa 
Abnahme der Chloride nach 2 Stunden, die auch nach 4 Stunden dik 
blieb, und eine Steigerung des CO,-Gehalts, aber in weniger als aquiva 
Menge. dé. Mosonyti ist der Ansicht, daB bei einer Magensa!zsa 
scheidung eine Reaktion im Blute vor sich geht: 


NaCl - H,CO, = NaHCO, + HCI. 


Wir haben uns demnach aus simtlichen oben angefiihrten Arbeit, 
keine bestimmte Vorstellung iiber die Verainderung der Alkaliresery, 


des Blutes im Zusammenhang mit einer Speiseaufnahme machen 


kénnen. Die ersten Versuche wurden an Kaninchen unter denselbe: 
Bedingungen, wie die in der Arbeit von S. E. Ssewerin mitgeteilte: 
angestellt. Die isolierten Tiere lie} man 2 bis 3 Tage ohne Nahrung wy 
Wasser, worauf man ihnen aus der priaparierten V. jugularis mittels 
einer Spritze 4 bis 5cem Blut entnahm. Das Blut wurde in ein Zentri 
fugierglaschen entleert, an dessen Boden sich ein wenig Natriumoxalat 
befand, wihrend der Abkiihlung mit einem Stabchen sorgfaltig ve 
mischt und zentrifugiert. Hierauf erhielten die Kaninchen reichlic! 
Kohl und nach 3 bis 4 Stunden wurde aus der anderen V. jugularis 
wiederum Blut entnommen und das Plasma wie friiher vorbereite! 
Beide Plasmaproben wurden nach der gasometrischen Metho« 
van Slykes auf Alkalireserve untersucht. 


Wie aus der Tabelle 1 ersichtlich, erhielt man in zwei Fallen ein 
deutliche Zunahme der Alkalireserve im Plasma eines satten Tieres 


Tabelle I. 





Datum der Versuche Hungrig Satt 
fk a ee 39,1 48,8 
PE. x hoa ke ke 30,4 31,3 
22. II. eo sete ss 32.3 39,8 


Die Zahlen bezeichnen die in 100 ccm Plasma in Form von bi 
carbonat enthaltene CO, in Kubikzentimetern bei 0° und 760 mn 


' J. Mosony?, diese Zeitschr. 169, 120, 1926. 


In 


(ye 


5 | 
ell 


Fe 








. 
| > 





iische Zusammensetzung und Eigenschaften des Blutes. Il 333 


ind Mittelwerte von mehreren, nicht weniger als zwei, Be 
trmmungen 

im weiteren haben wir unsere Versuche an Hunden angestellt 
ia wir die Veranderung der Alkalireserve des Blutes bei Salzsiure- 


kretion untersuchen wollten, so gaben wir den Hunden Fleischextrakt, 
lessen Starke magensafttreibende Wirkung erwiesen ist. Die Versuche 
vurden in folgender Weise vorgenommen. Das erstemal wurde den 
lieren das Blut auBerhalb des Verdauungsaktes 20 bis 24 Stunden 
nach der letzten Fiitterung entnommen; darauf wurde ein safttreibendes 
Vittel (10g Fleischextrakt + 150cem Wasser +- 50 cem Milch, so 
lai der Hund eine 5°,ige Lésung des Extrakts erhielt) gegeben und 
larauf nach 20 bis 45 Minuten zum zweitenmal Blut entnommen 
Nas Blut nahmen wir aus der V. jugularis mittels einer Spritze direkt 
lurch die Haut, wobei der Hund wihrend der ersten Versuche an den 
Qperationstisch gebunden, spaterhin jedoch nur von einem Angestellten 
vehalten wurde; bei einigen Versuchen endlich wurde dem Hunde das 
Blut in sitzender Stellung mit Hochhaltung des Kopfes entnommen 


Tabelle 11. 





A Alkalireserve Zeit A’ A’kalireserve 
Datum Bezeichnung (nach V.S.} in Minuten (nagh V. S.) y 
der Versuche des Tieres des Blutes vor der nach der (des Blutes nach der 4 ‘ 
Futterung Futterung Futterung 

- Bs L 61.6 30 72.4 10,8 
1. UL. L 61.0 30 67.4 64 
4. 1I1.. L, 62.4 45 68.3 59 
9. IT. . L D4.8 18 63,3 8.5 
6. Il. . B 66.5 40 69.1 2.6 
oes Z 67,2 20 64,3 2.9 
gf Z 67,0 30 72.9 59 
5. IV... Z 66.4 45 72,7 63 
9, IV.. ( 71,5 95 77,7 6,2 
a kK 57.5 45 66.5 90 
is Bes kK DIS 30 59.5 7.7 
14. IV.. K 53.3 75 574 4.1 
15. IN D 48.1 20 54.8 6.7 


Lie Zahlen der Alkalireserve bezeichen die in 100 ccm Plasma 
Form von Bicarbonat enthaltene CO, in Kubikzentimetern bei 
” und 760mm und sind Mittelwerte von mehreren, nicht weniger 


u 


ils zwei Bestimmungen. 


Wie aus der angefiihrten Tabelle II ersichtlich, ergab von 13 an 
5 Hunden angestellten Versuchen nur der Versuch vom 1. April 1926 


em negatives Resultat, der Versuch vom 6. Marz 1926 zeigte (in den 
Fehlergrenzen) fast gar keine Zunahme der Alkalitaét. Alle anderen 
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Versuche ergaben eine standige Zunahme der Alkalireserve von 4 
(Versuch vom 3. April 1926) bis zu 17%, (Versuch vom 26. Februar 1926 

Ferner wurden zwei Versuche mit Arterienblut nach Gabe yo, 
Fleischextrakt und zwei Versuche mit Venenblut nach Gabe von Bro: 
und gewohnlicher Nahrung angestellt ; zu den letzterwahnten Versichey 
wurde das Blut 2 bis 3 Stunden nach der Fiitterung genommen. |, 
beiden Fallen lieB sich kein Unterschied im Gehalt der Alkaliresery, 
beobachten. 

Nachdem wir eine solche Zunahme der Alkalireserve im By, 
festgestellt hatten, gingen wir an die Bestimmung der Chloride jy 
Gesamtblut. Die Arbeit J. Mosonys (|. c.) konnte uns keinen Anhalts 
punkt geben, welche Resultate zu erwarten waren, da der Verfasser 
die Chloride im Blutserum bestimmt hat; bei einer Abnahme dex 
Chloridgehalts im Plasma konnte aber ihr Gehalt in den roten Blut 
kérperchen steigen (besonders bei einer Zunahme der CO,-Spannung 
im Blute), so daB schlieBlich der Gesamtchloridgehalt nicht nur ab 
sondern sogar zu-nehmen konnte. Laut den oben angefiihrten Ergebnissen 
der Arbeit E.C. Dodds und Schirley Smiths konnten wir in der ersten 
Zeit nach der Fiitterung ein unbedeutendes Sinken des Chloridgehalts 
erwarten. 

Da uns bekannt war, daB sich die Chloride nach der Bangscher 
Methode mit einer Genauigkeit bis zu 2 bis 3% bestimmen lassen 
und da wir uns in der vorhergehenden Arbeit davon iiberzeugt hatten 
daB eine Verinderung der Chloride bei Kaninchen nach der erwahnter 
Methode festzustellen nicht gelingt (viclleicht gerade darum, weil 
diese Methode bei solchen unbedeutenden Schwankungen, wie sie di: 
Chloride unter genannten Bedingungen erfahren, zu wenig empfindlich 
ist), so haben wir uns der van Slykeschen Methode bedient. Die Chlorid 
wurden in hydrolysiertem Gesamtvenenblut von Hunden bestimmt 
Das erstemal wurde das Blut auBerhalb des Verdauungsaktes 20 bis 
24 Stunden nach der letzten Fiitterung entnommen; hierauf wurd 
bei den einen Versuchen eine Fleischextraktlésung, bei den anderen 
Brot gegeben und nach 20 bis 60 Minuten zum zweiten-, manchma! 
auch zum drittenmal Blut entnommen. AuBer den erwahnten Versuchen 
wurden auch Kontrollversuche angestellt, bei denen die Tiere kein 
Nahrung erhielten und bei denen das Blut zum zweiten- und drittenma! 
bei andauerndem Hungern entnommen wurde. Das Blut wurde aus 
der V. jugularis auf demselben Wege wie auch zur Bestimmung er 
Alkalireserve genommen. Bei Gabe von Fleischextrakt lieB sich nac! 
20 bis 30 Minuten meist eine Zunahme des Chlioridgehalts um 2 bis 3 
beobachten (der Extrakt selbst enthalt 10 bis 15 °/, NaCl, d. h. es wurden 
1 bis 1,5 g Natriumchlorid verabfolgt); bei Brotgabe anderte sich der 
Chloridgehalt unregelmaBig, indem zunichst eine unbedeutende A) 
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nahme und darauf eine ebensolche Zunahme der Chloride eintrat. 
Rei den Kontrollversuchen blieb der Chloridgehalt ebenfalls unbestandig 
nd zeigte in denselben Grenzen unbedeutende Schwankungen. Somit 
ist es uns nicht gelungen, beziiglich der Verainderung des Chlorid- 
vehalts in Abhangigkeit vom Verdauungsakt bei Hunden irgend eine 
jesetamaBigkeit festzustellen. 


Zusammenfassung. 


Auf Grund der von uns erhaltenen Ergebnisse kommen wir zu 
liom SchluB, daB wahrend des Verdauungsaktes: 1. die Alkalireserve 
ies Blutes zunimmt, und 2. der Chloridgehalt sich unbedeutend andert, 
haufiger in der Richtung einer Zunahme. 











Bestimmung omn 
des anorganischen Serumphosphors in kleinen Blutmengen, 





Von nen 


Josel Warkany. 


mn 

(Aus der Reichsanstalt fiir Mutter- und Sauglingsfiirsorge in Wien Crud 
(Eingegangen am 2. September 1227.) perl 

A 

Mit 2 Abbik gen im Text. pine! 

\un 

Seit der Entdeckung der Verminderung des anorganischen Serun ntsp 


phosphors bei der Rachitis durch Jversen und Howland und Krame@foyeit 
ist die Bestimmung des Phosph« rs im*Blutserum eine allgemein verf§y 6 © 


wendete klinische Hilfsmethod > ‘den. Eine Anzahl quantitative 

Methoden wurde in den letzte. 1 angegeben, von denen (id@Njed 
kolorimetrischen von Marriot und Haessler' und Bell und Doisy? did@ piney 
weiteste Verbreitung gefunde’ ‘n. Man kann mit diesen Methoderf pgs 
bei Verwendung von | bis 2 .») serum eine fiir klinische Zweck@ jem) 


vollkommen geniigende Genauigkeit erzielen. Wenn dies auch gege! 
iiber alteren Methoden einen groBen Fortschritt bedeutet, so ciirtd] po», 
es doch der Wunsch jedes © linikers, besonders aber jedes Pasliater 
sein, eine Methode zu besitzen, die mit kleineren Serummengen dur 
fiihrbar ist und die eine Venen- oder Sinuspunktion iiberfliissig mac! fH and | 
Wir haben uns die Aufgabe gestellt, eine Methode auszuarbeiten, digg mse 
eine Bestimmung des anorganischen Serumphosphors mit 0,1 bis 0.2 « wth 
Blutserum gestattet. Von Holtz® wurde eine solche Mikromethoi@. " 


angegeben. Doch ist zu deren Durchfiihrung eine Ultraway 


1 Marriot und Haessler, Journ. of biol. chem. 32, 241, 1917. 
2 Bell-Doisy, ebendaselbst 44, 55, 1920. ey 
* F. Holtz, 36. Tagung d. deutsch. Ges. f. Kinderheilk. ; 
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nderlich, ein Umstand, der der allgemeinen Verbreitung dieser Me- 
ode hinderlich im Wege stehen diirfte’. 
Die Methode von Bell-Doisy in der Modifikation von Briggs®, zu 
eicher nur ein einfaches Kolorimeter, z. B. das Autenriethsche, not- 
ist, schien uns zur Umarbeitung in eine Mikromethode geeignet 
sein. Durch einige technische Modifikationen lieB sich die Methodik 
weit verfeinern, daB nunmehr eine Bestimmung des anorganischen 
erumphosphors mit 0,2cem Serum und bei gréBerem P-Gehalt auch 
+ 0.leem Serum durchfiihrbar ist. 

Das Blut wird mit einem etwa 1,5 mm weiten und 10cm langen 
Réhrehen aus der Fingerbeere, Ferse oder dem Ohrlappchen ent- 
ommen und bis zur vollkommenen Gerinnung zunachst stehen ge- 
wwcen. Nach Eintritt der Gerinnung wird der Blutkuchen, der in der 
jihe der freien Oberfliche des Serums meist am Glase haftet, mit 
nem fein ausgezogenen Glasstabe losgelést und nun das U-Réhrehen 
» die Zentrifuge gebracht. Nach kurzer Zeit ist der Blutkuchen voll- 
kommen abgesetzt, so daB man zur Gewinnung des iiberstehenden 
os ‘~rums nun die beiden Schenkel des U-Réhrchens abfeilen kann. Das 
rum wird in eines der kleinen trockenen StandgefiBe 
Abb. 1), von denen eine Serie von 10 bis 20 Stiick in 
r Korkplatte stehend bereitge’ alten wird, geblasen 
\un wird in eine fein ausgezogene 0,2ccm Pipette die 


endig 


i 


igen, 


¢ 


cruN@entsprechende Menge Serum aufgesogen und in ein 
ran@ weites StandgefiB gebracht. Man fiigt nun 


| Vergivicem = destillierten Wassers unc. 0,2 cem — 


AtIVeHE)° iger Trichloressigsaure*® zv liBt den 
n Ci@@Niederschlag nach kurzen ihren mit | 





/* di@f inem feinen Glasstabchen 10 Minuten stehen. | 
hodemf{ Das Gesamtvolumen von 1 cer spricht Abb. I Abb. 2 
VecK@@ demnach 0.2 cem Serum. 

res Der zur Filtration zu verwendende: kleine Apparat ist zuerst von 
‘UC Gl Donaut, in der hier angewendeten Art zur Filtration aber von Pavelka® 
later » 

UFC! | Wahrend des Druckes der vorliegenden Mitteilung wurde von Brehme 


ach und Lepski (Klin. Wochenschr. V1, 1927, 8S. 1905, Nr. 40) eine Mikromethode 
i mgegeben, die eine Modifikation der Tisdallschen Phosphorbestimmungs- 
> an ethode darstellt. Bei dieser Methode wird aber sechsmal zentrifugiert 
id der gebildete Niederschlag dreimal gewaschen, wodurch die Methode 
h komplizierter gestalten diirfte als die hier angegebene. 
@ ? Briggs, Journ. of biol. chem. 53, 13, 1922; 59, 255, 1924. 
* Diese sowie alle iibrigen Reagenzien werden genau nach den von 
iell-Doisy bzw. Briggs gegebenen Vorschriften bereitet. 
* Donau, Die Arbeitsmethoden der Mikrochemie aus ,,Handb. d. 
ikroskop. Technik“. 


5 Mikrochemie; im Erscheinen. 
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angegeben worden. Er besteht (s. Abb. 2) aus einem 1!., cem fasseng, 
Pregl-Filter, der nach unten zu mit Asbest verschlossen wird. 4): 
diesem Filter wird ein mit einem Stiickchen Schlauch oder ejy, 

Gummistopfen armiertes Glasrohr aufgesetzt, das sich oben 21 ej) 
Kugel erweitert. Das Glasrohr muB dem Filter luftdicht aufsitz. 
Der Niederschlag wird aus dem StandgefiB in das Filterréihyes, 

gebracht, und diesem wird nun die Kugel aufgesetzt. Nachdem dy 
kleine Apparat derart in eine Aufhingevorrichtung gebracht wup) 

daB der AbfluB des Filters in ein darunter stehendes Standgefii} reich 
wird die Kugel mit einer leuchtenden Bunsenflamme leicht erhit,: 
Durch den Druck der sich ausdehnenden Luft wird die Fliissigks\ 
durch den Asbest gepreBt, und das klare Filtrat gelangt in das darunte 
stehende StandgefiB. Mit einer fein ausgezogenen Pipette werd 

nun 0,5cem (entsprechend 0,1 cem Serum) abpipettiert und in ei 
l-com-MeBkélbchen gebracht. Gleichzeitig werden 2 bis 4 bis 6 
der Phosphatstandardlésung (entsprechend 0,025 bis 0,05 bis 0,075 my P 
in ein 10-cem-MeBkélbchen gebracht. In das l-cem-MeBkélbchen wir 
nun von jeder der folgenden Lésungen je 0,1 cem hinzugefiigt, in da: 
10-cem-Kélbchen je Leem. Die drei nun nach der Reihe zugefiigt; 

Reagenzien werden nach Briggs in folgender Weise bereitet 

1. Ammon-Molybdat-Reagens: 25g Ammonium-Molybdat 
300 H,O + 75cem konz. H,SO, in 125 H,0. 

1 2. Hydrochinon-Reagens: 0.5 ¢ Hydrochinon auf 100 H,0 
-+- 1 Tropfen konzentrierter H,SQ,,. 

3. 20°, ige wisserige Natrium-Sulfitlésung. 

Nach Zufiigen dieser Lésungen betragt der Inhalt des 1-cem. 
Kélbchens 0,8 ccm, der des 10-cem-Kélbchens 5 bis 7 bis 9cem. Nun 
werden beide sorgfaltig bis zur Marke aufgefiillt und dann '. Stund 
stehen gelassen. Darauf wird der Inhalt des 10-cem-Kélbchens in «: 
Keil, der des l-cem-Kélbchens in.den Trog des Autenrieth-Kolorimetes 
gebracht. Der Milligrammprozentgehalt des Serums ist bei gleicher 
Schichtdicke und Farbengleichheit direkt dem Milligrammprozent gel: 
der Standardlésung gleichzusetzen. Die Berechnung ist genau dies: 
wie beider Originalmethode von Bell und Doisy, die zwar mit der 10 fac! 
Serummenge arbeitet, aber auch auf das 10fache Volumen auifiil!' 
so daB die Konzentration der kolorimetrierten Lésung diesel! 
wie bei unserer Mikromethode. 


Es ist einleuchtend, daB die hier angegebene Mikrometho«d: 
selben Werte geben mu, wie die Originalmethode, sofern die Movlic! 
keit besteht, mit den kleinen Mengen geniigend exakt zu arbeit 
DaB dies tatsichlich der Fall ist, geht aus den folgenden Vergleich 
analysen hervor. 


yege 
ils 
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Originalmethode 
{iyi Bell- Doisy- Briggs 
mit 2 com Serum 


Mikromethode mit 
0.2 com Serum 








mgs" mg: 
ISit ze 7 , P ‘ 
; Rachitis (7 Mon. altes Kind) . ; 3.0 3.0 
Arche i-H WN oa. slaw 4 A ee 3.6 3,6 
Pm der mit P-Zusatz ‘ 4.2 4.6 
; i enserum : or er 7,5 7.4 
Wwur — ‘ 
a 6.6 6.9 
relent ‘inderserum. . . 5 oe 7,5 7,1 
rhitzt erdinntes Rinderserum F 6.4 6,1 
‘ j s oe 3.5 3.4 
sigk ; 5 hd 3.1 3.1 
ru 2.4 2,4 
Ver . . . . 
ks wurde ferner der Versuch gemacht, die Methode an Zusatzversuchen 
Mm el ,erproben. Zu verdiinntem Serum, dessen P-Gehalt zunachst ermittelt 
6 conff wurde, wurden verschiedene Mengen von Phosphatlésungen zugesetzt. 
mg | Der errechnete ,,Sollwert‘‘ ist in der folgenden Tabelle mit dem tatséchlich 
ca efundenen Werte in Vergleich gesetzt. 
iwi a 
m ¢ Gefundener Gefundener 
Fiiots Sollwert Wert Sollwert Wert 
mg"! 9 mg-”/¢ mg+®/» mg? 9 
t 1,8 1.8 48 5.1 
6,0 6.1 1.5 1.5 
1.4 15 7,2 7.2 
. HO Lo 1,9 
Zum SchluB seien noch einige Phosphorwerte angefiihrt, die bei 
rmalen oder rachitischen Kindern mit der Mikromethode (0,2 cem Serum) 
elunden wurden: 
-CC) ‘ ee ; ; 7 s 
Normaies Kind, 1%4j@hrig ........... . £5mg-% 
Nu ay “ 
7 a 2 i J Soh es 
Fund *: — - — wk Sede ae 4 4,5 
n cl ~ se 2Monate .... Se een oe 
, ve i | NE Nw SW wee He ee ows 
} ” > l 14 . . . . . . ° . . 5,0 * 
kK ae : — en 
Friihgeburt (weicher Schadel, 1 Monat) . . 3,6 
—_ Rachitisches Kind, 3% Monate......... . 3,2 
St is - 21, “ ee ee eee ; A 
} = - ll - — ste Met . 2,9 
fiillt *” * 14 = nites , . 
” 12 = ; 3,0 
“ - 16 n . 2,8 
i cans «ss «se & @ eK 6s - _.«§ oF 


Es zeigt sich demnach, daB die Mikromethode in der hier an- 
uegebenen Form sowohl gut mit der Makromethode iibereinstimmt, 
ils auch bei Zusatzversuchen und bei klinischer Verwendung gute 
Resultate liefert. 











Zur Kenntnis des Bergenins. I. 
Von 
W. S. Ssadikow und R. Guthner. 
(Aus dem Staats-Institut fiir angewandte Chemie zu Leningra 


(Eingegangen am 23. September 1927.) 
yegan: ? 


Die in gréBerem Umfange angestellten Versuche, aus der sibiriscly 
Pflanze Saxifraga crassifolia (auch Bergenia crassifolia oder Bad 
genannt) einen veredelten Gerbextrakt zu gewinnen, hatten ergely 
daB hier ein neues, leicht zugingliches Gerbmittel vorliegt, das ¢ 
stidamerikanischen Quebracho-Extrakt mit Erfolg ersetzen kan 


Die Verarbeitung betrichtlicher Mengen von Badanwurzeln 


anlaBte uns, auch einige Nebenprodukte zu unterstchen. Unter dies 
rief besonders eine gicosidartige Substanz, das Bergenin, unser I nt eress 


wach, da sich dieser Stoff gut in kristallinischer Form abscheiden 
in recht hoher Ausbeute gewinnen: laBt. 


Das Bergenin wurde zum ersten Male von Garreau im Jahre 185 


erhalten. Spater nahm £. Morelle® eine nihere Untersuchung 
auf Grund deren er annimmt, das Bergenin von Garreau besitz 


Charakter eines Zuckeralkohols und einen dem Mannit. Pinit od 


Quercit aihnlichen Bau; daher miisse diese Verbindung nicht 
Bergenin, sondern als Bergenit bezeichnet werden. 


Morelle gewann seine Substanz durch Auslaugen von friscly 


Badanrhizom mit heibem Wasser (80°C). Die Ausziige wurden 
Tanniden durch Ausfallen derselben mit neutraler Bleiacetat|o- 


gereinigt; das von Gerbstoffen befreite Filtrat wurde zur Entfernun 


des iiberschiissigen Bleies mit Schwefelwasserstoff behandeit. 
dem Einengen der Lésung schieden sich alsbald die Bergenitkrist 


1 Arbeiten des Staats-Instituts fiir angewandte Chemie Nr. 6; |! 
* . - ° rT . " . 
Ssadikow und P. A. Yakimow, Uber die Gewinnung von hochwert 
Extrakten aus Badan und anderen inlandischen Gerbmaterialien (rus 


1927. 


2 C.r. 98, 646, 1881. 
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die vollkkommen farblos waren und einen bitteren Geschmack 
hesaBes 

Die Kristalle gehéren dem orthorhombischen System an. Der 
Prismenwinkel ist gleich 91°15’; der Winkel der Seitenflichen des 
Prismas ist gleich 126°22’. Der Bergenit dreht die Ebene des polari- 
.jerten Lichtes nach links: [a], = — 51°36’. Die Substanz ist in 
Wasser und kaltem Alkohol nur wenig léslich; leichter lést sie sich in 

igem Alkohol. 

Morelle hat ein eigentiimliches Verhalten des Bergenits beim 
shmelzen wahrgenommen: Bei 130° beobachtet man namlich ein 
sahres Schmelzen, bei weiterer Erhéhung der Temperatur findet aber 
Wasserverlust statt und die Substanz geht wieder in den festen Zustand 
ber, der bestehen bleibt, bis die Temperatur von 230° erreicht ist, 

rauf abermals Verfliissigung eintritt. 

Der Bergenit besitzt, nach den Analysen von Morelle, die Zusammen- 
ape vizung CgH,,O, oder vielleicht CsH,,0;.H,O, denn beim Erwarmen 
— wf 180° wird ein Molekiil Wasser abgespalten. 

Morelle vermochte den Bergenit auch bei andauerndem Kochen 
mit Mineralsiuren nicht zu spalten. Nach Erwarmen im EinschluBrohr 
nittels Essigsaure wahrend 48 Stunden gelangt man zu einem amorphen, 
in Wasser leicht léslichen Produkt, das auch in Alkohol und Ather 


TScuH t léslich ist und folgende Zusammensetzung aufweist: Cy 9H,.Og. 
hs Fs liegt ein Mono-&cetyl-derivat des Bergenits vor, entstanden aus der 


"!"H Verbindung CgH,,0;, die ihrerseits durch Wasserverlust aus der ur- 
pringlichen Verbindung: C,H,,O,; . H,O oder C,H,, 0, hervorgegangen 
[Soom ist. Unter Einwirkung von Acetylchlorid bei 100° gelangt man zu 
iner kristallinischen Substanz, die sich nur in heibem Alkohol gut 
jst und sich beim Erkalten in Form rhombischer Plittchen und 
oler— Nadeln abscheidet. Sie besitzt die Zusammensetzung C,,H,,0, oder 
(,H,O,(C, H,O0,),. Wir haben demnach ein Triacet ylderivat des Bergenits 


or uns. 
he Mit Hilfe von Benzoylchlorid wurde von Morelle auch ein Tribenzoy!- 
erivat dargestellt. Bei nachtraglichem Acetylieren der Triacetyl- 


erbindung gewann Morelle schlieBlich auch ein Penta-acetyl-derivat 
uni les Bergenits von der Formel CygH, 90,9 bzw. CgH,; (C,H, 4);. 
' Die alteren Untersuchungen von E. Morelle lassen sich, wenn man 
) vine Angaben in der heute tiblichen Formulierung wiedergibt, folgender- 
iaben zusammenfassen : 

1. Die Penta-acetyl-verbindung des Bergenits ist als Derivat 
ines mehratomigen Alkohols, C,H;(OH);. zu betrachten. 


2. Das Mono-acetyl-derivat entsteht aus der Verbindung C,H,,0, 
der C,H,O,(O 8). 
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3. Die Verbindung €,H,,0; geht aus dem urspriinglichen ery, 
hervor, dem die Formel (, H,,0, zukommt. 


4. Sowohl beim Erwarmen des urspriinglichen Bergenii< 


4 


auch beim Acetylieren desselben entstehen Acetylderivate von de 


Zusammensetzung C,H,,O;, aber nicht von der Forme! C.H,,0 


Bei der Acetylierung findet somit Abspaltung eines tiberschiissige, 


Wassermolekils statt auBer denjenigen, die aus den Essigsiiuremolekij) 
entstehen. 

5. Als urspriinglichste Formel des Bergenits diirfte man 
CgHy.0, baw. C,H,(OH), oder wahrscheinlich Cy(O H)g(C Hy), bz 
C,H(OH),(CH,)(CH,OH) anzunehmen haben. Die oben entwickelt, 


Anschauungen lassen sich auch durch folgende Strukturformeln wieder 


geben: 
I. Urspriinglicher Bergenit : C, H,. 0, 
C.OCH, 


OHHC COH 


a 


> 


OHHC C.OH 
C.CH,OH 
Dihydro-tetroxy-methoxy-phenyl-methanol 
IT. Erhitzter Bergenit: C,H,,0, 


C.OCH, 
HC COH 

O 
HC COH 


C.CH,OH 
Anhydro-dihydro-tetroxy-methoxy-pheny!-methanol 
III. Monoacetyl-derivat des Bergenits: C,H,(CO,CH,)0O, 
C.OCH, 


HC COH 
O 
HC COH 


C.CH,.CO,CH 

[V. Triacetyl-bergenit: C,H,;(C,H,O,),0 
C.OCH, 

HC C.CO,CH, 


) 


O 
HC. .©.CO,CH, 
C.CH,.CO,CH, 
V. Pentaacetyl-bergenit: C,H,(C,H,O,),O 
C.OCH, 
CH,CO,.HC C.CO,CH, 


CH,CO,.HC. /C.CO,CH, 
C.CH,.CO,CH, 


Ben: 
era 
ler 

Ber: 
sein 


erfo 
yer 
Der 


mit 
erhi 
stal 
ger 


art 


his 





Less) 
KAU 








Zur Kenntnis des Bergenins. I. 343 


Die eben angefiihrte Formulierung der Struktur des Bergenits 
kann durch folgende Erklarung erhartet werden: 

1) Beim Erhitzen des Bergenits wird ein Molekiil Wasser ab- 
yespalten; die benachbarten zwei sekundar-alkoholischen O H-Gruppen 
werden unter Wasserabgabe in eine Oxydbindung umgewandelt. Das 
spspaltbare Wasser ist bestimmt kein molekular gebundenes Kristall- 
aa ! 

b) Die Bildung eines Penta-acetyl-derivats des Bergenits kann nur 
ladurch eine Erklarung finden, daB bei der erschépfenden Acetylierung 
die zuerst entstandene Oxydform hydratisiert und in die sekundire 
\Jkoholform verwandelt wird. 

c) Bei der partiellen Acetylierung des Bergenits (Mono- und 
[riacetylderivate) wird eine Oxydbildung beobachtet, ahnlich wie sic 
vim Erwarmen des Bergenits stattfindet. 

d) Es ist wahrscheinlich, daB der Bergenit aus einem sechsgliedrigen 

kohlenstoffring besteht, und da sich die restlichen beiden Kohlenstoff 
ome in der Seitenkette befinden, namlich in Form von zwei Methy!- 
suppen. Die Tatsache, daB die héchste erreichbare Acetylierungs- 
sufe des Bergenits nur die Penta-acetyl-verbindung ist, spricht dafir, 
laB die Sechsstellung im Kohlenstoffring durch eine Methoxrylgruppe 
esetzt ist. Da aber die fiinfte Stelle, an der eine Seitenkette substituiert 
ist, doch acetylierbar ist, kann man mit groBer Wahrscheinlichkeit 
Gegenwart eines ethanolrestes annehmen. 
e) Der Sechskohlenstoffring des Bergenits ist ein teilweise hydrierter 
Benzolring, namlich ein Dihydrobenzolderivat. Als Beweis fiir eine 
lerartige Auffassung kann auBer der empirischen Zusammensetzung 
der Substanz auch die auBerordentliche Widerstandsfahigkeit des 
Bergenits gegeniiber spaltenden Agenzien dienen, sowie gleichfalls 
seine Unfahigkeit, Furfurol und Benzoesiiure zu _ bilden. 


Il. 

Die Darstellung eines veredelten Gerbextrakts aus Badanwurzeln 
erfolgt derart, daB das in entsprechender Weise vorgetrocknete und 
gemahlene Material mit sehr kaltem Wasser (0 bis 5°) ausgelaugt wird. 
Der mit Nichttanniden angereicherte kalte Auszug wird beiseite ge- 
stellt; das mit kaltem Wasser erschépfte Gerbmaterial wird nunmehr 
mit heiBem Wasser (80 bis 90°) nachbehandelt und der auf diese Weise 
ethaltene heiBe Auszug bis zur Trockne in vacuo eingeengt. Der Riick- 
stand enthalt bis zu 65% an Tanniden und ungefaihr 20°, an Nicht- 
serbstoffen. 

Der erste kalte Auszug enthailt bedeutende Mengen von zucker- 
irtigen Stoffen und von Bergenin: Nach dem Einengen im Vakuum 
bis zur Sirupkonsistenz kann das Bergenin gewonnen werden. Die 
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echten Zuckerstoffe kénnen wegen ihrer Leichtléslichkeit in \\ ay... 
bequem abgetrennt werden. Da aber in den kalten Ausziigey ay, 


Badanwurzeln bisweilen pektin- und harzartige Substanzen zuyey,, 
sind, welche die Léslichkeit des Bergenins bei Gegenwart von zuckp; 


artigen Stoffen erheblich vermehren, so miissen dieselben zweckmigiy 


entfernt werden, um eine erfolgreiche Isolierung des Bergenins ; 
bewirken. Nach wiederholter Behandlung des kalten Auszugs mp) 
Ather und nach dem Verdiinnen mit viel Wasser scheidet sich ¢; 
betrachtlicher kristallinischer Niederschlag von Bergenin ab. Dersel}y 
wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen und an der Luft getrockne: 
Das Filtrat wird eingeengt, wiederum mit Ather ausgeschiittelt und mi: 
Wasser verdiinnt. 

Aus 5000 g des kalten Auszugs gewinnt man z. B. etwa 300 g Ro) 
Bergenin. Die Menge desselben ist aber viel gréBer auf die gesampt, 
Badanwurzel bezogen. Behandelt man die tannidhaltigen Riicksting, 
des kalten Auszugs oder auch den heiBen Auszug mit neutralem Ble 


acetat, so erhilt man im Filtrat der ausgefallten Bleitannid verbindungey 


noch groBe Mengen von Bergenin. Wir haben aber zuniichst in de 


Hauptsache die ersten sich unmittelbar abscheidenden Fallungen ay. 


den kalten Ausziigen untersucht 

Das Roh-Bergenin wurde nunmehr einer fraktionierten Kristalli 
sation aus alkoholischer Lésung unterworfen. Man erhilt farblos: 
glanzende Kristalle. Beim Umkristallisieren aus Wasser sind 
Kristalle immer schwach gelblich gefirbt 

Die gut ausgebildeten Kristalle des Bergenins sind nach den 
kristallochemischen Verfahren im Fedorowschen Institut zu Leningra 
von VV. N. Padurow untersucht worden. 





> ‘ 

Art der Symmetrie DD an ad SS 
Kombination des Prismas . ... . * (110) Ne 
Kombination des Rhombosphar: veders (111) (110) ( 
Winkel des Prismas ....... S89 45 
Symbol des Komplexes . ew 40 

37/5 
37’ 


Nach den Fedorowschen Tabellen! ahnelt das Bergenin am meiste 
der folgenden Verbindung: 
|-Tetraacetyl-8-methylglucosid, C,H,0(OC, H,0),(O@ HR, 


F = 104 bis 105°, welche das Symbol des Komplexes besitzt: 40 38 


1 Fedorow, Das Kristallreich, Tabellen zur kristallochemischen Analv- 
Petrograd 1920. 
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Bei weiterer Fraktionierung von 50g des vorgereinigten Bergenins 
wurden folgende Fraktionen erhalten: 


|. Fraktion: 18g; Doppelter Schmelzpunkt: 137 und 228° 


2 18 g; a me 137-138 und 229° 
3 - 3g; - a 137—-138 ,, 229° 
4 7 5g; -" - 138—139 ,, 230° 
5 8 g; - se 138—139 ,, 230° 


Wir haben hier das Phanomen des doppelten Schmelzpunktes, 
schon von Morelle beobachtet worden war. Unsere Priparate 
haben einen etwas héheren anfanglichen Schmelzpunkt als diejenigen 
von Morelle, namlich 138 anstatt 130°, wihrend der zweite endgiiltige 
schmelzpunkt tibereinstimmt (230°). Unsere Ausgangssubstanz scheint 
twas anders gebaut zu sein als diejenige bei Morelle, dagegen sind 


(das 


ue 


ie durch Temperatureinwirkung entstehenden Substanzen in beiden 
Fallen identisch. 

Ein Unterschied zwischen dem Morelleschen Bergenit und unseren 
Priparaten ergibt sich auch in bezug auf die kristallographischen 
GriBen; z. B. betrigt der Prismenwinkel beim Bergenit 91° 15’, bei 
im von uns dargestellten Bergenin 88° 45’. Unsere Bergeninpriparate 


ind etwas léslich in heiBem Wasser, etwas mehr léslich in Alkohol, 


Pyridin, Eisessig. Die Lésungen von 0,6 bzw. 1,0 g Bergenin in 100 ccm 


Wasser oder Alkohol scheiden nach laingerem Stehen bei Zimmer- 


mperatur einen dicken Bodensatz ab, der aus Bergeninkristallen 
esteht. Derartige Abscheidungen finden statt beim Hinzufiigen 
niger Reagenzien zu wisserigen Lésungen des Bergenins, wie z. B. von 


Kisenchloridlésung. 


Das Bergenin zeigte folgende Reaktionen: 

|. Mit Eisenchloridlésung entsteht eine violette Farbung, was 
f die Anwesenheit von Phenolhydroxylen hinweist. 

2. Schwache Natronlauge ruft eine braune Farbung der Bergenin- 
sung hervor. 

3. Ammoniakalische Silberoxydlésung wird reduziert. 

4. Fehlingsche Lésung wird beim Erwirmen mit Bergeninlésung 
venfalls zu Kupferoxydul reduziert. 
5. Basisches Bleiacetat gibt einen Niederschlag, der im UberschuB 
es Reagens léslich ist. 

6. Saure Permanganatlisung wird entfarbt. 

7. Phloroglucin, Orecin, Benzidin und a-Naphthol verhalten sich 


egativ. 

8. Phenylhydrazin bildet keine Hydrazone baw. Osazone. 

9. Semicarbazid verhalt sich negativ. 

10. Bei Oxydation mit Salpetersiure werden keine Saccharidsiuren 
nd auch keine Benzoesiure gebildet. 
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Analysen des Bergenins. 


I. Fraktion I: ab 
0,1590g¢; 0,2833¢ CO,; 0,0825g¢ H,O; C = 48,56%; H . ’ 
0,1047 g; 0,1869¢ CO,; 0,0538¢ H,O; C = 48.67%; H— 57 
IT. Fraktion 2: 3 
0.1657 g; 0,2954¢ CO,; 0,0810g H,O; C 48.62%: H 47 — 
III. Fraktion 5: 

0,1034 g; 0,1850g¢ CO,; 0,0486g¢ H,O; C = 48,80%; H 5.26 
IV. Fraktion 1, aus Wasser umkristallisiert : 

0,1720 g; 0,3059g¢ CO,; 0,0862¢ H,O; C = 48,5294; H 5,60 

V. Bergenin, aus Alkohol mehrfach umkristallisiert : 
0,1944g¢; 0,3459g¢ CO,; 0,0965g¢g H,O; C 48.50°.: H 5. rs 

Bestimmung des Molekulargewichts. 
Das Molekulargewicht des Bergenins wurde 'ebullioskopisch ¢, | 
mittelt unter Anwendung von absolutem Alkohol als Lésungsmitt, \atri 
1. 0,5320 g Bergenin in 11,9080 g Alkohol gelést: ud 
Siedepunkt der Lésung . 1,79° = 

des Lésungsmittels . 1,64° 

Siedepunktserhéhung . 0,15° folge 
: 11,7 . 60,5320 . 100 

Mittel = 348. 
0,15 . 11,9080 0.1 
2. 0,6350 ¢ Bergenin in 14,6120 g Alkohol geldést: 
Siedepunkt der Lésung . 1,88° 0,1 
ne des Lésungsmittels 1,73° 
Siedepunktserhéhung . 0,15° 0.9 


11,7 . 0.6350 . 100 


Mittel 


339. 


0,15 . 14,612 


Zusammenstellung der Analysen. 


(Durchschnittswerte.) 


mi 





c 
H. 


Molekulargewicht 


Gefunden 


Berechnet auf (C;H,)0O 


48.28 
5,74 
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Das Bergenin, das wir aus Badanextrakten isoliert haben, besit7' 
also die empirische Zusammensetzung: C,H, 0,9, wahrend der vo 
Morelle gewonnene Bergenit die Zusammensetzung: C,H,.0, zeit’ 
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Analyse des Bergenins nach Behandlung desselben bei 110° 


ib folgendes: 


2.8435 g Substanz gaben 0,1960g¢ Wasser ab, d.h. 6,80°, 





2,1124¢ ~" - 0.1418 g - nan Goo 
0,1850 g; 0,3461 ¢ CO,; 0,0920 g H,O; C 51,02%; H 5,57 ' 
Getunden Berechnet auf C,,H,;,O 

sverlust : ‘ ; 6,75 5.18 

51,02 50,09 

5.57 5,49 


as Trocknen des lufttrocknen Bergenins bei 110° bewirkt den 
erlust eines Molekiils Wasser. 


icetylierung des Bergenins. 


Lufttrockenes Bergenin wurde mit LEssigsiureanhydrid und 


M \atriumacetat gekocht ; man gewinnt ein kristallinisches Acet ylierungs- 


rodukt, das in Alkohol leicht léslich ist und bei 192.5 bis 193,5° 
vhmilzt. 

Kinzelne Darstellungen der erwihnten Acetylderivats ergaben 
vende Gehalte an Kohlenstoff und Wasserstoff: 

Priparat I: 
0.1540 g; 0,2992¢ CO,; 0,0703g H,O; C = 52,98°,; H 5,10°, 


Priparat II: 


W1I8Lg; 0,23812g¢ CO,; 0,0544 g H,O; Gc 53.30°,: H 5.15° 
Praparat ILI: 
0.2050 g; 0,4028¢ CO,; 0,0902g¢ H,O; C 53.60°.: H 4,92 % 


Bestimmung des Molekulargewichts. 
Das Molekulargewicht des Acetylderivats wurde ebullioskopisch 
mmittelt unter Anwendung von absolutem Alkohol als Lisungsmittel 


|. 0,5460 g Acetylderivat in 11,880 g Alkohol gelést: 


Siedepunkt der Lésung. ....... . 1,71° 
a des Lésungsmittels ... . . 1,63° 
Siedepunktserhéhung. . ...... . . 0,089 
; 11,7 . 0,546 . 100 
Mittel 672. 


11,88 . 0,08 
2. 0,6302 g Acetylderivat in 13,470 g Aklohol gelést: 


Siedepunkt der Lésung . in wie -« .o: Soe 
sa des Lésungsmittels ... . . 1,73° 
Siedepunktserhéhung . 0,09° 


Mittel 11,7 . 0,6302 . 100 : 
Mitte 13.47 0.09 608. 











348 W. S. Ssadikow u. R. Guthner: 


Zusammenstellung der Ergebnisse. 





Getunden 
: re tl Berechnet fiir C,, 11,0 
| RE a a 52.98 53.30 53,60 53,12 
rer ee 5,10 5,15 4.92 5,20 
Molekulargewicht. . . 672 608 768 


Die Formel des Acetylderivats kann folgendermaBen  crkjir 
werden: C,,H,)(O . COC Hg), 9. 

Wir haben somit ein Deka-acetyl-bergenin vor uns; das Beryeniy 
selber kann durch die Formel C,,H,)9(OH),. ausgedriickt wer 
Sie enthalt zehn alkoholische bzw. sekundiralkoholische oder phen 
lische, acetylierbare Hydroxylgruppen. 

Verwendet man zur Acetylierung das im Exsikkator bis 
Gewichtskonstanz vorgetrocknete Bergenin, so ergibt die Analyse « 
Acetylierungsprodukts folgende Werte: 

0,1685 g; 0,3233 ¢ CO,; 0,0767g H,O; C = 53,189; H = 5,20 
0,1964g¢; 0,3828¢ CO,; 0,0866g H,O; C = 53,16°,; H 4,93 

Beim Acetylieren des Bergenins, das bei 130° vorgetrocknet wa 

erhielten wir folgende Werte: 
0,1314g¢; 0,2576g CO,; 0,0590¢g H,O; C = 53,46°.; H 5,02 
0,1880 ¢; 0,3690¢ CO,; 0,0896g¢ H,O; C 53,47°%; H 4,80 

Man erhalt die gleichen Acetylierungsprodukte, einerlei, ob ma 
das Bergenin in der Luft, im Exsikkator oder unter Erwirmen auf 130) 
vorgetrocknet hat. Da im letzten Falle eine Abspaltung von eine 
Molekiil Wasser stattfindet, das nur auf Kosten von zwei acetylierban 
Hydroxylen gebracht werden kénnte, so ist die Bildung einer Dek 


acetyl-verbindung allein so zu erkliren, daB waihrend der Acetvlicrun 


das Wiederauftreten der verschwundenen Hydroxyle angenommen wird 
Dies kénnte tatsaichlich der Fall sein, wenn der durch Erwarmen gebildet 
Oxydring wieder hydrolytisch gespalten wird. 


Hydrolytische Spaltung des Bergenins. 
Um die chemische Natur des Bergenins niher aufzuklaren, soll! 
entschieden werden, in welcher Weise die zahlreichen Hydroxylgrupp 
im Bergeninmolekiil miteinander verkniipft sind und ob sie nicht 


zuckerartigen Komplexen gehéren. Durch Anwendung andauerne! 


Hydrolyse wire diese Frage zu lésen. 


Versuch 1. 10g Bergenin wurden 60 Stunden lang mit 5° iver 
Schwefelsiure gekocht. Nach dem Erkalten der Lésung schied sic! 
ein kristallinischer Niederschlag (etwa 5 g) ab, der den fiir das urspriing 
liche Bergenin charakteristischen doppelten Schmelzpunkt 130 und 230) 
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vufwi Mit Eisenchloridlésung trat violette Firbung auf, durch 
— B iacisches Bleiacetat erfolgte Fillung, die sich im UberschuB des 


Fillungsreagens wieder liste. Die Analyse ergab Werte, die mit dem 

sprunglichen Bergenin gut tibereinstimmen. 

0.1562 g; 0,2790g CO,; 0,0786g¢g H,O; C 48,70°,: H 5,63°,. 
Das Filtrat des oben erwihnten Niederschlags wurde nach Ent- 

frmung der Schwefelsiure durch Barytwasser eingeengt, wobei sich 

rkJir Mg noch eine erhebliche Menge von unverandertem Bergenin abschied. 

irendwelche zuckerartige Spaltungsprodukte sind nicht vorhanden. 

»iger Salzsiure 


au 


Versuch 2. 3g Bergenin wurden 48 Stunden mit 5 
rder if dem Wasserbad erwirmt. Nach dem Erkalten fiel unverindertes 
hen Bergenin aus. Beim Einengen des Filtrats schieden sich noch weitere 
Vengen von Bergenin mit dem doppelten Schmelzpunkt 130 und 230° 
‘». Phenylhydrazin verhalt sich negativ; ebenfalls versagten die 
d Reaktionen auf Furfurol und auf Zucker. 
Auf Grund dieser Beobachtungen kann man schlieBen, daB das 
. tergenin keine zuckerartige oder glucosidartige Struktur besitzt, 
wndern wahrscheinlich wie ein zyklisches Polyphenol gebaut ist 
Die iiberaus schwere Angreifbarkeit des Bergenins bei der Hydrolyse 
St kaum die Annahme zu, daB im Bergeninmolekiil Methoxylgruppen 
rkommen. 

Behandelt man 0.7960 g Bergenin mit 25 cem HJ nach Zeisel-Fanto, 
| » erhalt man 0,5794¢ AgJ bzw. 03131 g¢ J an die abgespaltenen 
130) (H,-Gruppen gebunden oder 9,30°,, Methylgruppen in der’ Substanz 
Vie Berechnung auf zwei Methylgruppen im Bergeninmolekiil ergibt 
8.62 °%. 

Da das Vorhandensein der Methoxylgruppen aus verschiedenen 
Griinden ausgeschlossen zu sein scheint (Resistenz des Bergenins bei 
er Hydrolyse, Bildung einer Deka-acetyl-verbindung usw.), so bleibt 
 iibrig, die Anwesenheit von zwei acetylierbaren und als CH,J 
bspaltbaren Methanolgruppen anzunehmen. 

Das Bergenin besitzt ein bedeutendes Drehungsvermégen. Dasselbe 
iBt sich nur schwer genau ermitteln, weil das Bergenin nur sehr wenig 
in Alkohol léslich ist und, wie schon oben erwahnt, sich sogar aus 


1} ziemlich verdiinnten Lésungen abscheidet. Deswegen sind die Ab- 
esungen des Drehungswinkels nicht gut auszufiihren und mit einem 
les sroBeren Umrechnungsfehler verbunden. 

l. 0.3216 ¢ Bergenin in 50 cem absolutem Alkohol gelést. C 0,6432: 

bei | 22: a 0,67°; [alp + 47,2°, 

; —— 10: a 0,33°; |alp + §1,3% 
; 2. 0.2240 ¢ Bergenin in 50cem absolutem Alkohol gelést. 0.448: 

° bei | 22:a 0,44"; |alp 44,6°, 


” a lO: a 0,18°; [alp 40,0°. 
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Bei unseren Bergeninpriparaten haben wir eine Rechtsdpe}y . 
beobachtet, waihrend Morelle fiir seinen Bergenit eine Linksdrehy, oH 
angibt: [a], 51,36°. Das Deka-acetyl-bergenin dreht ebenfy ' 
nach rechts und besitzt ein kleineres Drehungsvermégen. 

0,3620 g Decaacetylbergenin in 50ccem absolutem Alkoho! 

C 0.724: 


bei | 22: a 0,40°; [alp 25,2°, 
| 10: a = 0,199; lalp 26,2°. 


Das Vorhandensein von asymmetrischen Kohlenstoffatomey \ 
Bergeninmolekiil erleichtert die nihere Erkenntnis seiner Strukty 
Die Verbindung besteht sicher aus zwei sechsgliedrigen Ringen 
mit zwei Methanolresten versehen sind. Die sechsgliedrigen, mit Hy«dy 


oxylen substitutierten Ringe kénnen aber keine einfachen Benzolriny . 
oder Polyphenolringe sein, da in einem solchen Falle jedes Kohlenstoff ‘a 
atom mit Doppelbindung im Ring gebunden ist und nicht asymmetris - 
sein kénnte. Die Entstehung einer Asymmetrie kann durch parti ee 
ven 


Hydrierung des Ringes bedingt werden. Es liegt somit im Bergeniy 
eine Verkettung von zwei teilweise hydrierten Benzolringen vor 

Auf Grund aller Tatsachen und Erlaiuterungen, die wir im Lauf @ dl 
unserer Untersuchung gesammelt haben, kiénnte man die Struk 
des Bergenins in folgender Weise darstellen: C4 Hy_ O49 


COH HC.CH,OH 
oHCc, SCOH | OHHC’ SC.OH 
1 |e | I. 

OHC. CH HC. \C.OH 
HUOH HC.CH,OH 


Bei der Spaltung kénnte einerseits folgende Verbindung entste! 
COH 
OHC,” ~COH 


OHC CHOH 
HCOH 
C,H,O,, Dihydrohexaoxybenzol, das vielleicht im Pflanzenstoft 
wechsel eine intermediare Stufe bei der Entstehung des Inosits hild 
(Cg Hy. Oy). 
Andererseits kénnte sich folgende Verbindung bilden: C,H,, 
oder C, H,, Og 


‘) 


HC .CH,OH HC.CH,OH 
OHHC COH OHC COH 
Il. und Il. 
OHHC COH OHC COH 


HC.CH,OH HC.CH,OH 
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tztere Verbindung ist mit dem Bergenit von Morelle isomer. 
Hy % 
HC.OCH, 


OHC C.OH 
I. 
OHC C.OH 


HC.CH,OH 


ks muB noch durch weitere Untersuchungen entschieden werden, 
» der Bergenit durch chemische Angriffe aus dem Bergenin darstellbar 
+, oder ob wir es hier mit biochemischen Vorgingen zu tun haben, die 
unter besonderen Lebensbedingungen in der Pflanze auftreten 
In theoretischer Hinsicht hat das Bergenin ein auBerordentliches 
nteresse, da diese Substanz sicher die engsten Beziehungen aufweist, 


r 
il 


wohl zu den hydroaromatischen Verbindungen und den Zuckerstoffen 


Js auch zu den Gerbstoffen, die vielleicht durch Oxydation von 
Vethanolgruppen zu Carboxylgruppen aus dem Bergenin leicht ent- 
sehen kénnen (Bergenincarbonsiuren). Ob das Bergenin als Mutter- 
ubstanz von Badantanniden betrachtet werden kann, sollen die Unter- 
wchungen iiber die Konstitution von Badangerbstoffen aufklaren. 











Fortgesetzte Untersuchung zur Frage der Entstehung 
von Zucker aus Fett. 


Von 
Yuzuru Kojima. 
{Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitit Ben 
(Eingegangen am 26. September 1927.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Die im Berner Physiologischen Institut geschaffene Meth 
der Herstellung praktisch kohlehydratfreier Ratten erméglichte 4 
Inangriffnahme der Bearbeitung einer Reihe von Problemen, der 
Voraussetzung eben die Kohlehydratfreiheit ist. Zu diesen Problem 
gehért die viel umstrittene Frage nach der Entstehung von Zuck 
aus Fett. 

An den nach der Berner Methode praktisch kohlehydratfrei ¢ 
machten Tieren, denen auch die Méglichkeit der Aufstapelung 
Reservekohlenhydrat genommen war, hat zuerst Calvo-Criado' 
sucht, ob bei Eingabe von Fett eine Mehrbildung von Zucker si 
konstatieren lie}. Er fand tatsichlich als Folge einer Fettzufuhr 


der Nahrung eine Steigerung der Zuckerausscheidung der unter Schil 


driisen und Phlorrhizineingabe stehenden Tiere. Er war in der Lag 
durch die gleichzeitige Stickstoffbestimmung auszuschlieBen, dai 


sich um eine aus gesteigertem EiweiBzerfall herriihrende  Zucke 


vermehrung handle. Was nicht in seinen Versuchen entschieden werd 
konnte, war, ob nicht die gesteigerte Zuckerausscheidung aus ¢ 


Umbildung des in Fett vorhandenen Glycerins herriihre. Eine ande 


Méglichkeit, an die gedacht werden konnte, war die, daB unter «i 
EinfluB der Fetteingabe zwar nicht der EiweiBumsatz gesteigert » 
aber doch ein Teil jetzt fiir Zuckerbildung zur Verfiigung stinde, w 
durch das Fett die kalorischen Bediirfnisse gedeckt wiirden. Es lag: 
in der Versuchsanordnung von Calvo gewisse Momente vor, wel 


, 


dieser Deutung nicht den Vorzug zu geben gestatteten. Nicht unerwah 


1 Calvo-Criado, diese Zeitschr. 164, 77, 1926. 
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eiben, daB Calvo die giinstigsten Resultate erzielte, wenn er der 
ng ganz kleine Mengen von Zucker zufiigte, viel kleinere als der 
brten Ausscheidung entsprach. Er tat dies, um die Leber in 


riinstigeren Zustand zu versetzen. 
Mit den gleichen Problemen beschaftigte sich in einer allerdings 
rwas anderen Art Okumura'. Okumuras Ergebnisse waren hinsichtlich 
ier Méglichkeit der Bildung von Zucker aus Fett weniger eindeutig 
Js diejenigen von Calvo, aber er leitete doch aus einigen seiner Befunde 


dic Méglichkeit dieser Bildung ab. Mit einer anderen Versuchsanordnung 


Takao* im Wiener Physiologischen Institut die Frage der Be- 
influssung des Kohlehydratstoffwechsels durch Fettzufuhr bearbeitet 
Erkommt zu dem Ergebnis, daB kein Anhaltspunkt fiir eine Umformung 
on Fettsauren in Zucker vorliege. DaB mit negativen Ergebnissen 
las Problem nicht erledigt werden kann, geht aus den bemerkenswerten 
Retrachtungen, welche Geelmuyden® angestellt hat, hervor. 

Es lag aber eine andere Veranlassung vor, nochmals auf die gleichen 
ntersuchungen zuriickzukommen, welche Calvo angestellt hatte 
alvos Tiere befanden sich, wie gesagt, in einem Zustande hochgradiger 
Kohlehydratverarmung. Deshalb muBte die Frage aufgeworfen werden 
» iiberhaupt eine solche Leber geeignet ist, die etwaige Umwandlung 
on Fett in Zucker, die heispielsweise in Fallen menschlichen Diabetes 
von einigen Forschern trotz der Gegenkritik behauptet wird, tiberhaupt 
mu leisten. Wegen dieser Problematik muBte eine einfachere Frage 
unichst in Angriff genommen werden, nimlich die, ob solche Stoffe 
von denen die Zuckerbildung mehr oder weniger feststeht, auch im 
ibsolut kohlehydratfreien Tier Zucker bilden kénnten. In erster Linic 
kam hier das Glycerin in Betracht, weil es ja ein Bestandteil des Fette- 
ist. Bei normalen Tieren ist in Graham Lusks Laboratorium die Zucker 
bildung aus Glycerin mit Sicherheit nachgewiesen worden bzw. an 
Tieren, die nicht so abnorm waren wie die praktisch kohlehydratfreien 
Ratten nach dem Berner Verfahren. Einige andere Autoren sind in 
bezug auf die Zuckerbildung aus Glycerin weniger erfolgreich gewesen 


Aus den genannten Griinden folgte ich der Anregung von Professor 
Isher, zu untersuchen, wie sich die kohlehydratfreien Ratten in bezug 
uf die Zuckerausscheidung Verhalten wiirden, wenn sie an bestimmten 
Versuchstagen mit der Nahrung Glycerin gereicht erhielten. Es zeigt: 
sich, daB die methodischen Schwierigkeiten zur Bewaltigung dieser 
Frage ganz auBerordentlich groBe waren. Es gelang aber in einer hin 
reichenden Anzahl von Fiillen, diese Schwierigkeit zu iiberwinden 


1 Okumura, diese Zeitachr. 176, 293, 1926. 
2 T. Takao, ebendaselbst 172, 272, 1926. 


’ Geelmuyden, Ergebn. d. Physiol. 21, 1923. 
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Die Methodik, derer ich mich bediente. ist die nachfolgend: 


Als Versuchstiere dienten die Ratten. Insgesamt wurden [4 Tio, 
benutzt. Die experimentelle Erzeugung von Kohlehydratarmut gese)ya} 
durch die im Berner Physiologischen Institut iibliche Methode, n, 
durch die Fiitterung mit reinem Fleisch, Eingabe von Pepton und Thy: 
und Injektion von Phlorrhizin. Da eine Gefahr vorlag, durch diese miic}) 
Kohlehydratverarmung schwere Veriinderungen der Leber und son 
Beeintrachtigung ihrer zuckerbildenden Funktion zu erzeugen, folgte jc} 
dem Rate von Prof. Asher, dem Tiere noch Rohrzucker in ki 
Quantitaten (taglich 0,3g) zu verabreichen. Pepton, Thyreoidi: 
Rohrzucker wurden im Mérser mit Wasser gut verrieben und mittel 
Spritze, an deren Ende ein kurzer und enger Schlauch befestigt worden 
war, per os gegeben. Das éuBerst magere Rindfleisch wurde vor der fy 
nutzung eine Viertelstunde lang gekocht und auBerdem noch mit heise 
Wasser dreimal gewaschen, um es méglichst vom Kohlehydrat zu befreie: 
Die Tiere erhielten taglich 20 bis 35 g. 

Die Darreichung von Pepton erfolgte nur die ersten 3 bis 7 Tage, 
da die Ratten bei weiterer Fiitterung gewéhnlich zugrunde gehen Es 
wurde Pepton-Witte sic. puriss. benutzt. Die tagliche Menge betrug 2 y 

Als Schilddriisenpréiparat benutzte ich die Schilddriisentabletten vo) 
Borrough Welcome & Co. (eine Tablette 0.3 g¢ trockene Schilddriiser 
Die Tiere erhielten waihrend der ganzen Versuchsreihe taglich je eine Tab lett: 

Die Phlorrhizininjektion geschah vom sechsten oder siebenten Tay 
des Versuches an, wo Pepton fortgelassen wurde, um die Kohlehyidrat 
verarmung der Tiere durch Erzeugung von Phlorrhizindiabetes noch weite1 
zu treiben. Die Phlorrhizininjektion habe ich nach der Methode von Coole) 
nach den Angaben von Graham Lusk! gemacht, 0,5 g fein pulverisiert und 
in einem kleinen Mérser so lange verrieben und vermischt, bis das Gemisch 
gleichmaBig milchigweiB geworden ist. Dieses Gemisch wird im Wasserbad 
bei 60 bis 65° 2 Stunden lang sterilisiert und nach der Abkiihlung subkuta: 
injiziert. Calvo-Criado und Okumura haben gefunden, da8 die giinstigst: 
noch von den Ratten vertragene Dosis 0,05 g¢ Phlorrhizin (1 cem obiver 
Fliissigkeit) betragt. Die subkutane Injektion geschah nicht taglich, sondern 
Tag um Tag, manchmal wurde sogar eine zweitagige Pause ohne Phlorrhizin 
eingeschaltet. 

Die Menge, die ich einspritzte, variierte je nach dem Gewicht wad 
Zustande des Tieres zwischen 0,03 und 0,05 g. Im iibrigen folgte ich genau 
den Angaben von Calvo-Criado und Okumura. 

Wahrend der Glykosurie durch Phlorrhizineinspritzung — sind 
Tiere sehr durstig und muBten deshalb reichlich mit Wasser versorgt 
werden. 

Die Einspritzung, wie auch die Fiitterungen wurden zwischen 10 und 
11 Uhr morgens ausgefiihrt. 

Nachdem die Tiere ihrer Kohlehydratvorraéte beraubt waren, sclhrit! 
ich zu der Eingabe von Glycerin, um die Frage zu entscheiden, ob «i 
Zuckerbildung aus dem Glycerin bei dem kohlehydratfreien Tiere méglic! 'st 


y Py os . - . 
1 Graham-Lusk, Uber Phlorrhizinglykosurie, Ergebn. d. Physi«l. 12 
315, 1912. 
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ke. wurde die Tagesmenge des im Harn ausgeschiedenen Zuckers 
Pilorrhizininjektion mit derjenigen nach Phlorrhizininjektion Zu- 

Glycerin verglichen. In einigen Versuchen gelang es mir mehrmals, 

elben Tiere solche Parallelvergleiche mit und ohne Glycerin zu 
haltet 

In der Mehrzahl der Versuche muBte ich mich aber mit einem einzigen 
rgleich begniigen. Die Tagesmenge des im Wasser gelésten und per os 
gespritzten Glycerins betrug 1,0 g, die einzelnen Dosen bis 0,2 g, die 
Fit zwischen zwei Einspritzungen 2 Stunden. Die Reihenfolge der Versuche 
r folzende: 1. Phlorrhizintag, 2. phlorrhizin- und glycerinfreier Tag, 
b Phlorrhizin- und Glycerintag, 4. phlorrhizin- und glycerinfreier Tag usw. 

Die Ratten befanden sich einzeln in den im Berner Physiologischen 

titut tiblichen Stoffwechselkéfigen, in denen Harn und Kot getrennt 
iyefangen und die Tiere rein gehalten wurden. Taglich wurden um 
his 10 Uhr morgens die Ratten gewogen und der abgeschiedene Harn 
antitativ aufgenommen. Alles Futter wurde vor der Darreichung ge- 

ven und am nachsten Morgen die nicht gefressenen Reste zuriickgewogen. 

»r Harn wurde zuerst qualitativ mittels Nylanderscher Reaktion aut 

ker gepriift, dann wurde quantitativ mit der Folin-Wu-Methode der 
rzentgehalt bestimmt und die gesamte, in 24 Stunden ausgeschiedene 
ckermenge berechnet. Auf EiweiBS wurde stets mit Sulfosalicylséiure 
»pruft; wenn EiweiB im Harn vorhanden war, wurde vorher nach Folin 
relweiBt. 

Von den 14 Ratten, die ich fiir meine Versuche gebraucht habe, starben 
int vor dem Beginn der eigentlichen Phlorrhizin-Glycerintage. Zwei Ratten 
tarben schon nach der zweiten Darreichung von Pepton und Schild- 
risentabletten, sie nahmen auch keine Nahrung wahrend dieser Zeit 

Ratte Nr. 3 zeigte geringe FreBlust und starb nach der dritten Eingabe 

Pepton-Schilddriisentabletten. 

Die anderen zwei Ratten habe ich in der Periode der Phlorrhizin- 
jektion verloren, und zwar die eine nach der zweiten, die andere nach 
r dritten Injektion. 

Von den Ratten, bei welchen Glycerinversuche angefangen wurden, 

| fiinf Ratten schon nach dem ersten Versuch unter dem Zeichen starke1 
\oschwachung zugrunde gegangen. Drei starben infolge der durch plétzliche 
\nderung des Wetters hervorgerufenen Erkaltung, zwei andere nach 
Phlorrhizininjektion am Tage, der dem _ phlorrhizin-glycerinfreien Tage 
ete. Es war aber méglich, insgesamt an neun Tieren meine Versuche 


wehzufiihren. 

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen habe ich in den nach. 
wenden neun tabellarischen (bersichten und in den neun ebenfalls 
mchfolgenden kurvenmaBigen Darstellungen wiedergegeben. Es bedarf 
her nur einer kurzen zusammenfassenden Betrachtung tiber die 
faraus erkenntlichen Ergebnisse. 

Es zeigt sich ausnahmslos in allen Versuchen, in denen der Zustand 
et Tiere cin giinstiger war, daB die Zugabe von Glycerin zur Nahrung 
ne merkliche Steigerung der Zuckerausscheidung unter den von mir 

eschilderten Bedingungen ergab. So steigerte sich bei Ratte Nr. | 
ie Zuckerausscheidung durchschnittlich um 186%, bei Ratte Nr. 2 


22% 
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um 36,19%, bei Ratte Nr. 3 um 24,86°,, bei Ratte Nr. 4 um 30.36 
bei Ratte Nr. 5 um 10,47 %, bei Ratte Nr. 6 um 22.76%, bei Ratte \; - 
um 11,75 %, bei Ratte Nr. 8 um 46.41% und bei Ratte Nr. 9 um 26.49 
Diese maximalen Steigerungen wurden immer am Tage nac! 
Glycerinzufuhr festgestellt. Die kurvenmaBige Darstellung 
immer die Maxima, welche der Glycerindarreichung entsprich' 
habe den Eindruck gewonnen, daB die geringfiigige Zugabe von R 
zucker, die, wie ich ausdriicklich betone, ohne EinfluB auf dice \ 
steigerung der Zuckerausscheidung bei den Glyceringaben i+: 
Befahigung des Organismus: Glycerin in Zucker umzuwandeln, ford 


Meine Versuche erbringen den noch ausstehenden Nachweis 
von Ratten, welche nach unserer Methode praktisch kohlehydratfy 
gemacht worden sind, aus Glycerin Zucker gebildet werden ka 
Trotz der tiefen Verainderung, welche der Organismus erleicdet 
demnach dies gilt zunachst nur fiir die Ratte die Méglich! 
der Bildung von Zucker aus Glycerin in der Leber nicht aufgeho! 
Wenn so selbst unter diesen abnormen Bedingungen einwandfrei 
Nachweis der Bildung von Zucker aus Glycerin gelingt, so diirft: 
eine neue Sicherung fiir die zwar haufig behauptete, aber doch 1 
ganz allgemein angenommene leichte Umbildung von Glycerin 
Zucker sein. \Weiter foljzt hieraus, da} notwendigerweise bei Fin 
von Fett und bei AusschluB anderer Bildungsmdéglichkeiten von Zucker 
Zucker aus Fett entstehen muB, und zwar aus der Glycerinkomponen 
des Fettes. Insofern bestaétigen meine Untersuchungen die friiher 
Angaben von Calvo, daB die experimentell kohlehydratfrei gema: 
Ratte aus Fett Zucker bilden kann; aber diese Bildung riihrt nicht v 
den Fettsiuren, sondern von dem Glycerin her. Vergieicht man 
in meiner Arbeit gefundenen Zuckerwerte mit denen, die Calvo 
Fettfiitterung fand, so ergibt sich etwa die gleiche GréBenordn 
der Zuckerbildung. 

Zusammengefapt, sind die Resultate der vorstehenden Arbeit 
nachfolgenden: 

1. Es gelang, Ratten, die durch Fiitterung mit Pepton und Se! 
driisentabletten sowie durch Phlorrhizininjektionen dauernd ki 
hydratfrei gehalten wurden, Glycerin in der Nahrung zuzufiihres 

2. Aus diesem Glycerin wurde Zucker gebildet. 

3. Hieraus folgt, daB selbst die kohlehydratfreie Ratte aus | 
Zucker bilden kann, allerdings nur aus der Glycerinkomponent: 


4. Da selbst das kohlehydratfreie Tier aus Glycerin Zucker il 
kann. diirfte das normale Tier erst recht, wie vielfach schon 
wird, dazu imstande sein. 
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Fortgesetzte Untersuchungen iiber den Kohlehydratstoffwechsel 
des Zentralnervensystems. 


(ber den Glykogen- und den Cerebrosidgehalt des Gehirns und den Glykogen- 
vehalt des Herzens im Normalzustande und bei Sauerstoffmancgel. 


Von 
Yuzuru Kojima. 
\us dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. 


(Eingegangen am 26. September 1927.) 


Asher und Takahashi' hatten zuerst den autonomen Kohlehydrat- 
soffwechsel des Zentralnervensystems festgestellt. lm AnschluB an 
liese Arbeit sind noch mehrere auf dem gleichen’ Gebiete aus dem 
Berner Physiologischen Institut erschienen, und mit den gleichen 
Problemen hat sich eine wichtige Arbeit von Hirschberg und Winterstein*® 
heschaft igt : 

Meine nachfolgende Arbeit sollte sich mit einem der vielen Probleme 
veschaftigen, deren Bearbeitung durch die Aufdeckung des autonomen 
Kohlehydratstoffwechsels des Zentralnervensystems angeregt wurde, 
nd ich habe mich auf Anregung von Prof. Asher hiermit befaBt. Das 
Problem, welches ich bearbeitet habe, ist das Verhalten des Kohile- 
iydratstoffwechsels des Zentralnervensystems bei Sauerstoffmangel. 
(erade der Sauerstoffmangel beansprucht ein besonderes Interesse, 
veil der Ablauf des Kohlehydratstoffwechsels bei Sauerstoffmangel 
im Skelettmuskel und in den Tumorzellen aufs genaueste untersucht 
vorden ist und zu sehr wichtigen Aufschliissen gefiihrt hat. 

Da nachweislich das Zentralnervensystem Glykogen und auch 
dere Kohlehydrate in gebundener Form besitzt, konnte daran 
sedacht werden, daB bei Sauerstoffmangel etwa in ahnlicher Weise 
\nderungen in den Kohlehydratbestanden sich vorfinden kénnten 
ie im Muskel und auch in der Leber. Freilich muBte andererseits 


L. Asher und K. Takahashi, diese Zeitschr. 154, 444, 1924. 
* E. Hirschberg und H. Winterstein, ebendaselbst 159, 351, 1925 
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von vornherein daran gedacht werden, daB die friiheren Arbeit), )¢ 
dem Berner Physiologischen Institut wesentliche Unterschied: jy 
Verhalten des Gehirnglykogens gegeniiber anderen Gewebeglykovenen 
unter bestimmten Bedingungen beobachtet hatten. Der Plan meine; 
Arbeit bestand darin, den Glykogengehalt und den Cerebrosidzuckey 
gehalt des Zentralnervensystems von Ratten zuerst im normalen Zustande 
und dann im Zustande des Sauerstoffmangels zu untersuchen.  Apys 
bestimmten Griinden zog ich noch zum Vergleich die Untersuchuny 
des Glykogengehalts des Herzens hinzu, ein Gegenstand, iiber welchep 
schon in alteren Arbeiten berichtet wird. 

Die chemische Bearbeitung dieses Gegenstandes begann mit der rasc}y 
Herausnahme des Gehirns und des Herzens und Abspiilen der Organe mit 
eisgekiihltem Wasser. Die an der Oberflache der Organe befindliche Fliissiy 
keit wurde mit Filtrierpapier abgesaugt. Die Organe wurden unter Eis 
kiihlung, nachdem sie vorher gewogen worden waren, in etwa erbsengroje 
Stucke zerschnitten. 

Zur Bestimmung des Glykogens bediente ich mich der Piliigerschen 
Methode anfanglich in der von de Haan! bei Leucocyten angewandten 
Form, spater in der von Winterstein und Hirschberg (1. c.) am Riickenmark 
des Frosches als Mikromethode ausgearbeiteten Modifikation. Ich verweise 
auf die Veréffentlichung der zuletzt genannten Autoren, denen ich genau 
gefolgt bin. 

In 17 Versuchen habe ich den Glykogengehalt des Gehirns und 
des Herzens von Ratten im Normalzustand untersucht. Die Ergebniss 
dieser Versuche befinden sich in Tabelle I. 

Es zeigt sich aus dieser gréBeren Versuchsreihe, daB der Glykogen 
gehalt des Gehirns durchschnittlich 0,2266 betragt, der Glykogen 
gehalt des Herzens betrigt durchschnittlich 0,0829°,. Es handelt 
sich also im Zentralnervensystem um Mengen, die jedenfalls stoffwechse! 
physiologisch in Betracht kommen. 

Nach Feststellung der Normalwerte schritt ich zur Ermittluy 
des Glykogengehaltes des Gehirns und des Herzens bei Sauerstoff 
mangel. Die Tiere wurden mehrfach dem Sauerstoffmangel ausgesetz! 
und blieben so lange in der Kammer, bis die bekannten schwerc 
Symptome eintraten. Zu diesen schweren Symptomen gehérten nicht 
Krampfe. In der nachfolgenden Tabelle II, in der simtliche Versuch: 
resultate an sieben Tieren mitgeteilt sind, sind in der 5. Spalte die Anza) 
von Aussetzungen an Sauerstoffmangel angegeben. Sofort nach Schlub 
der letzten Versuchsperiode wurden die Tiere getétet und untersucht 

In dieser Versuchsreihe betragt der durchschnittliche Gehalt de> 
Gehirns an Glykogen 0,2498 und der durchschnittliche Gehalt ces 
Herzens an Glykogen 0,0816°,. Die Einzelwerte aller Versuche weichen 


1 J. de Haan, diese Zeitschr. 128, 124, 1922. 
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nicht sehr von dem Durchschnittswert ab. Das klare Ergebnis (ies 
Reihe ist, daB der Sauerstoffmangel den Glykogenbestand des Gehiirns 
und des Herzens nicht zu veraindern vermag. Diese beiden Gewely 
verhalten sich demnach ganz anders als der Skelettmuskel. Es ist nich 
uninteressant, daB in dieser Beziehung der Herzmuskel dem bio 
chemischen Verhalten des Zentralnervensystems naher steht als dem 
jenigen des Skelettmuskels. Auch auf anderen Gebieten ist in jiinyster 
Zeit der tiefe Unterschied im biochemischen Verhalten des Herz- yy 
Skelettmuskels in den Arbeiten des Berner Physiologischen Inst it wt. 
gezeigt worden. 

Zur Trennung des Glykogens von den Cerebrosiden standen zwe; 
Wege offen. Der erste bestand darin, daB die betreffenden Organe erst 
eine Stunde in kochendem Alkohol extrahiert wurden. Darauf wurdk 
noch heiB durch ein Schottsches gesintertes Glas filtriert und in dem 
Riickstand das Glykogen in der gewéhnlichen Weise bestimmt. — [y 
dem die Cerebroside enthaltenden Filtrat wurde der Alkohol ab 
destilliert, der Riickstand mit Salzsiure gekocht und der abgespalten 
Zucker nach Bertrand bestimmt. Da das Filtrieren durch ein Schott sche, 
gesintertes Glasfilter mit technischen Schwierigkeiten verkniipft war 
habe ich spiater einen zweiten Weg benutzt. 

Um das Glykogen aus der Alkoholfallung abzutrennen, wurde » 
vorgegangen, daB diese nach Abzentrifugieren mit siedendem Wasser 
aufgenommen, wieder zentrifugiert und die wasserige Lésung abgegossen 
wurde. . Dies wurde noch aweimal wiederholt. Dann wurde den ver 
einigten wisserigen Extrakten so viel Salzsiure zugesetzt, bis dis 
Lésung 11°, davon enthielt. Die weitere Bestimmung geschah in der 
gewohnlichen Weise. In dem Riickstand der wasserigen Extraktion 
der die Cerebroside enthielt, wurde der Reduktionswert nach Kochen 
mit Salzsiure gleichfalls wie iiblich festgestellt. 

Die fiir meine Versuche benutzten Ratten wurden mit Milch und 
Brot gefiittert. 

Um die Ratten dem Sauerstoffmangel auszusetzen, habe ich mich 
eines Verfahrens bedient, welches von Marti! in einer gemeinsamen 
Arbeit mit Asher ausgearbeitet wurde. Es handelt sich um eine g¢ 
schlossene Kammer, in welcher das Tier durch seine Atmung allmahlich 
den Sauerstoff verbraucht und die dadurch entstandene Druckabnahm« 
durch Zufuhr von reinem Wasserstoff ausgeglichen wird. Die Kohilen 
siure wird dauernd durch Kalilauge absorbiert. Durch dieses Verfahren 
unterliegen die Tiere nur dem reinen Sauerstoffmangel, ohne daB ander 
Faktoren, z. B. der verminderte Druck, mitspielen. 


' Marti, Zeitschr. f. Biol. 77, 4, 181, 1922. 
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‘eine dritte Versuchsreihe befaBt sich mit dem Glykogen- und 
dem Cerebrosidzuckergehalt des Gehirns normaler Ratten. Die Er- 
sebnisse dieser Reihe bringt Tabelle ITT. 





Tabelle 111. 
Glykogen- und Cerebrosid-Zuckergehalt des Gehirns von normalen Ratten. 
Ce Keepers | Gobien- Glykogen ’ Cerebrosid 

lier Datum cchiecht, gewicht yewicht Total a Total 
Nr 1927 & 8 mg . mg 
3. IL. 2 121.5 1,64 3.0564 01857 0,9724 0,0593 
? 3. I. rou 119.5 1,67 3.8190 0),2287 0.9260 0.0554 
} 4. I. 2 116.9 1,45 2.7786 0,1916 1.2226 0.0843 
4 7. U. g 1215 1,44 2.7786 0.1929 1,2200 0,0849 
5 8. IL. rou 119.7 1,52 3,6108 0.2375 0,7400 0.0486 
5 9. IL. 2 1203 1,62 3.8142 0.2354 0,9726 0,0600 
7 10. I. rou 132.5 1,70 3.8142 0.2243 1,1207 0.0599 

Durchsehnitt: 121.6 1,58 3.3815 02434 0,8681 0,0649 


Der durchschnittliche Glykogengehalt des Gehirns, aus sieben Ver- 
suchen ermittelt, betragt 0,2434 °%,, der Cerebrosidzuckergehalt 0,0649 °, ; 
der Glykogengehalt in dieser Reihe erweist sich als der gleiche wie in 
len friiheren Reihen. 

SchlieBlich habe ich nochmals an vier Ratten den EinfluB des 
Sauerstoffmangels auf den Glykogengehalt des Gehirns untersucht, 
m gleichzeitig auch den Cerebrosidzuckergehalt festzustellen. Die 
Ergebnisse dieser Versuche finden sich in Tabelle [V. Der prozentische 
Glykogengehalt betragt durchschnittlich 0,234 °,, und der prozentische 
(erebrosidgehalt 0,0636 °,. 

Wiederum zeigt sich, daB der Sauerstoffmangel an den Kohle- 
hydratbestanden des Zentralnervensystems keinerlei Verainderung hat 
hervorrufen kénnen. 

Es hat sich in meiner Arbeit gezeigt, daB auch gegen Sauerstoff- 
vangel die Kohlehydrate des Gehirns auBerordentlich resistent sind. 
\lsher und Takahashi hatten die Resistenz gegeniiber anderen Ein- 
wiffen gezeigt, und auch Winterstein hat diese Resistenz feststellen 
sinnen. Die Resistenz der Kohlehydrate des Gehirns gegeniiber 
‘auerstoffmangel, an und fiir sich interessant, wird noch interessanter, 
venn man an die Probleme der Atmungsphysiologie denkt. Es besteht 
heute die Neigung, der Milchsaurebildung, namentlich derjenigen 
inter Sauerstoffmangel, in der Medulla oblongata eine Bedeutung 


tir die Atemregulation zuzuschreiben. Namentlich Gesell tritt hierfiir 
ein. Nun ware es méglich, daB die Medulla oblongata sich anders ver- 


iielte als das gesamte Zentralnervensystem. Das besondere Verhalten 
ler Medulla oblongata wiirde in meinen Versuchen quantitativ zuriick- 


Biochemische Zeitschrift Band 190 5 
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Es muB jedoch noch an eine andere Méglichkeit gedacht werden, 
nimlich die, daB die bei Untersuchungen des Zentralnervensystems 
vefundene oder behauptete Milchsiure nicht von Glykogen herstammt 
(‘ber diesen wichtigen Punkt miissen eigene Untersuchungen die Ent- 
schcidung treffen. Sie ist notwendig, um Klarheit iiber ein Fundamental- 
problem der nervésen Regulation zu erhalten. 


Zusammengejapt, sind die Ergebnisse meiner Arbeit die nach- 
folvenden: 

|. Es wurde an normalen Ratten der Glykogengehalt des Zentral- 
nervensystems und der Cerebrosidzuckergehalt desselben bestimmt 
Die Werte, die gefunden wurden, bestatigen die aus dem Berner- und 
Rostocker Institut gemachten Angaben. 

2. Es zeigte sich, daB der Kohlehydratgehalt des Zentralnerven- 
systems wie auch der zum Vergleich herangezogene Kohlehydratgehalt 
des Herzens sehr resistent gegen Sauerstoffmangel sind 

3. Die Resistenz, die hier nachgewiesen worden ist, hat Bedeutung 
fir den biochemischen Unterschied der beiden Gewebe gegeniiber 
inderen Geweben und hat auch Bedeutung fiir die behauptete Milch- 
siurebildung in der Medulla oblongata als Mittel zur Regulation der 
Atmung bei Sauerstoffmangel. 








Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung 
im Muskel und deren Zusammenhang mit Funktion und 
Zustandsinderung. IV.! 


Von 
Wl. Mozolowski und W. Lewinski. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Ella Sachs-Plotz Foundation 
| Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lembery 


(Eingegangen am 26. September 1927). 


In dieser Mitteilung soll eine Reihe von Fragen behandelt werden 
welche in vorherigen Mitteilungen’ zu diesem Gegenstand offen g 
blieben sind oder sich erst im Laufe weiterer Untersuchungen ergebe: 
haben. So soll die GréBe der traumatischen Ammoniakbildung in 
Froschmuskel und ihre Schwankungen mit der Jahreszeit, die Am 
moniakbildung im Muskel, der im intakten’ Organismus verbleibt un 
das Verschwinden des Ammoniaks aus einem solchen Muskel bestimm' 
werden; es soll versucht werden, die Frage nach der physiologische: 
Bedeutung der Ammoniakbildung und dessen Lokalisierung im Musk: 
zu behandeln; schlieBlich sollen einige Versuche tiber die Beeinflussung 
der Ammoniakbildung mitgeteilt werden. 


I. Die traumatische Ammoniakbildung im Muskel. 


Parnas und Mozolowski* haben in einer friitheren Mitteilung div 
traumatische Ammoniakbildung im Froschmuskel bestimmt und a! 
Temporarien und Esculenten in der Zeit zwischen dem 14. Januar und 
10. Februar Werte gefunden, welche zwischen 3,56 und 6,7 mg 
liegen, mit dem Durschschnittswert 4,7 mg-°,. Als spater Bestimmunge! 
der traumatischen Ammoniakbildung im Friihjahr an frisch gefangene! 


1 Parnas und Mozolowski, diese Zeitschr. 184, 399, 1927; Parnas 
Mozolowski und Lewinski, Klin. Wochenschr. 6, 1710, 1927; diese Zeitsel: 
ISS, 15, 1927. 

2 Diese Zeitschr. 184, 407, 1927. 
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enten wieder aufgenommen wurden, haben wir stets héhere Werte 
efunden, jedoch ohne héhere Ruhewerte. Im Juni hatte die trau- 
matische Ammoniakbildung bereits Héchstwerte erreicht, und die 
Schwankungen dieser Werte in Muskeln frisch gefangener Frésche 
waren im Sommer nur sehr gering: so z. B. finden wir bei sechs Es- 

ienten, die am 27. Juni frisch gefangen wurden, den traumatischen 
Ammoniakgehalt zwischen 7,33 und 7,78 mg-°,,. Nachfolgende Tabelle | 
enthalt Werte fiir Muskel von Esculenten, die frisch gefangen, im April, 
Juni, Juli und August analysiert wurden. 











Tabelle I. 

Traumatischer 

Datum Muskel Gewicht NHg5eN-Gehalt 
mg mgs" 9 
25. IV. Gastrocnemius 670 6,34 
25. IV. Adductor longus 615 5.98 
25. VI Gastrocnemius 510 7,35 
27. VI Peroneus und tibialis 265 7,54 
27. VI. s ‘. “ 292 7,61 

Ve Gastrocnemius 620 7,59 : 
27. VI = 620 7.33 
27. VI. Peroneus und tibialis 270 7,78 
8. VIL. Gastrocnemius 650 7.99 
8. VII. Peroneus und tibialis 310 7,16 
26. VII. Gastrocnemius 585 7.87 
Ruhewerte — bei Hemmung der traumatischen N H,-Bildung durch 
Boraxlésung — fiir entsprechende Zeiten enthalt die Tabelle I1'. 
Tabelle 11. 

Datum Muskel Gewicht NHy+N-Gehalt 
mg mg-° 
25. IV. Gastrocnemius 670 0,68 
25. IV. Abductor longus 535 0,75 
8. VI Gastrocnemius 650 0.51 
8. VI Peroneus und tibialis 325 1,22 
8. VII. Gastrocnemius 675 0.55 
8. IX. ‘ 955 0,70 
10. IX. Peroneus und tibialis 500 0.56 


' Im Monat Mai haben wir eine Reihe von Ruhewerten an Esculenten 
bestimmt, die a. a. O. publiziert worden sind (Klin. Wochenschr. 6, 1710, 
1927). Umgerechnet entsprechen sie 1,1, 1,82, 0,81, 1,17, 0,69, 1,1, 1,46, 
1,01, 0,86 mg-%. Wir wuBten damals noch nicht, wie lange Bewegungen 
ler Frésche auf den Ammoniakgehalt nachwirken, und die Frésche wurden 
hne besondere Kautelen vor der Tétung gefangen. Spéiter wurde dieser 
Faktor ausgeschaltet. 
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Die traumatische Ammoniakbildung im Muskel zeigt also ahy)ici, 
Schwankungen wie die Milchsaiurebildung (Fletcher und Hop) 
Meyerhof?). Es ist von Parnas, Mozolowski und Lewinski® geri 
worden, da8B die Ammoniakbildung, ahnlich wie die Milchsaurebilduny. jy 
Froschmuskel quantitativ mit dem Energieumsatz zusammenhinyt 
Wenn wir annehmen, daB die traumatische Ammoniakbildung de>; 
Menge derjenigen Vorstufe proportional ist, welche, im Muskel angehiuft 
wihrend der Tatigkeit in Ammoniak zu zerfallen vermag, so bedeutet 
die im Sommer erhéhte, in gefangenen Winterfréschen vermindert, 
traumatische Ammoniakbildung nichts weiter, als eine der Arbeits 
fahigkeit des Muskels proportionale GréBe. 

Wir méchten bemerken, daB hier, wie in den fritheren Abhandlunvey 
die traumatische Ammoniakbildung in Muskeln bestimmt wurcd 
welche innerhalb 15 bis 30 Sekunden mit Quarzsand und Wasser fei) 
zerrieben wurden, 2 Minuten lang bei Zimmertemperatur gestanden 
und dann durch Alkalisierung mit Borat fixiert worden sind; sie stell; 
den unter diesen Bedingungen erreichten, in den nachsten 5 bis 10 Mi 
nuten nicht merklich ansteigenden Ammoniakgehalt dar. Wenn man 
indessen den Muskel mit Quarzsand ohne Wasser zerdriickt, feiner 
oder gréber zeischneidet usw., so findet man in der Regel niedriger 
oder viel niedrigere Werte. Die traumatischen Ammoniakwerte stelle: 
folglich relativ konstante Werte dar, welche vielleicht bei Anwendung 
einer schnelleren und dabei griindlicheren Zertriimmerung des Gewebes 
in noch kiirzerer Zeit erreicht werden kénnten. Wir méchten bemerken 
daB die Milchsiurebildung im Muskel in aihnlichen Versuchen bis jetz! 
nicht untersucht worden ist, und daB noch keine Anhaltspunkte dafii 
vorliegen, wie groB der Milchsiuregehalt in dem Muskelbrei sein may 
der in abulicher Weise behandelt worden ist‘. 


Il. Der Ammoniakgehalt im ruhenden Muskel. 


In den Versuchen von Parnas und Mozolowski, sowie von Parna: 
Mozolowski und Lewinski schwankte der Ammoniakgehalt frische: 
Froschmuskeln, auch wenn sie unter Anwendung fliissiger Luft ver 
arbeitet wurden, in den Grenzen zwischen 0,4 und 1,1 mg-% NH,-\ 
In diesen Versuchen war der EinfluB der Tétung ausgeschaltet, dem 


Journ. of physiol. 35, 261, 1906/08. 

Pfliigers Arch. 182, 252, 1920. 

Klin. Wochenschr. 6, 1710, 1927. 

Nachtrag bei der Korrektur: Der eine von uns (Mozolowsh 
konnte inzwischen gemeinsam mit St. Chrzaszczewski feststellen, dali «i 
Milchséuregehalt so zerriebener Muskeln nach 2 Minuten bei Zimme 
temperatur gegen 0,2 °%% betrigt, wihrend in gleicher Weise mit 4° Salzsau 
zerriebene gegen 0,02°; enthielten. 


- 


r 











Be 








hangt 


dey 


hiuft 
leutet 
LaeTT¢ 


hye its 


ingen 
rurde 
r fey 
anden 
stellt 
0 Mi 
man 
feiner 
rigers 
teller 
dung 
vebes 
rken 
jetai 
dafiir 


may 


Tis 


scher 


dent 





\mmoniakgehalt und Ammoniakbildung im Muskel. IV. 341 


je Frosche wurden stets nach dem ,,StraBburger Verfahren“ getétet?. 
»i welchem durch einen Scherenschnitt das Riickenmark unmittelbar 
sber dem Austritt des Plexus ischiadicus durchtrennt wird und die 
jinteren Extremitaten sofort stillgelegt werden. Wenn in einem Versuch 
‘uckungen der Hinterbeine auft raten, so wurde das Praparat verworfen 
Es ergab sich aus dieseit’ Sc hwankungen die Frage, ob nicht etwa 
r KinfluB von Bewegungen auf den Ammoniakgehalt der Muskeln 
vivo langer dauerte, als man tibrigens ohne sichere Grundlage 
von vornherein glauben méchte*. Schon die ersten Versuche zeigten 
». unserer Uberraschung, daB die Ammoniakanhaiufung unter dem 
FinfluB von Muskelzuckungen am intakten Frosch nach einer halben 
Stunde noch lange nicht verschwunden ist. Wenn z. B. eine frische 
sommeresculenta durch Reizung mittels am Riicken angelegter Elek- 
troden innerhalb von 2 Minuten ermiidet wurde, so enthielten die 
Gastrocnemien nach 15 Minuten, die das Tier frei im Wasser verbrachte, 
immer noch 2,33 mg-°,, NH,-N. Weitere Versuche wurden in der Weise 
variiert, daB einem ermiideten Frosch ein Unterschenkel zur Bestimmung 
ss) Ermiidungs-N H,-N-Wertes amputiert wurde, und im anderen 
hein spiter das Verschwinden des Ammoniaks bestimmt wurde. Den 
NH,-N-Gehalt nach verschiedenen Zeiten gibt die Tabelle HI an. 


ait 


Tabelle I1l. 





N HgsN-Gehalt im | 
amputierten Beine Die zweite NHgsN-Geha!t des 


Datum - der weetene Sees sweltes Beines rage. 
mg-°/o mg-?/» °C 
VI 3,73 60 2.62 24 
3. VI. 3,00 60 1,64 17 
4. VI. 4,25 120 1,58 14 
4. VI. 2,42 99 0,94 i4 
4. VI. 5,09 55 2.08 14 
4. VI. 3.64 30 3,13 i4 
7. VI. 3,19 40 2,00 18 
7. VI. 1,80 150 0,60 18 
8. VI. 2.16 60 0,98 16 
8. VI. 2.85 60 2.40 16 


Um den Einflu8 der Bewegungen zwischen der ersten und zweiten 
Bestimmung auszuschalten, wurden die Frésche leicht narkotisiert 
Wir bedienten uns einer wasserigen gesattigten Chloretonlésung*, in 


' Vgl. Ewald, Das StraBburger physiologische Praktikum. Leipzig 1914 

* Vgl. Embden, Klin. Wochenschr. 6, 628, 1927. 

* Trichlor-tertiir-butylalkohol (Merck). Wir haben die Literatur iiber 
dieses Narkoticum nicht finden kénnen, seine Verwendung bei Wasser 
tieren ist nach Mitteilung von Prof. Parnas in der Zoologischen Station in 
Neapel langst iiblich. 
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welche die Tiere fiir 70 Sekunden hineingelegt wurden. Nac), jj. 
Zeit wurden die Frésche in Leitungswasser versetzt, wie in vorheriy, 
Experimenten gereizt, ein Bein zur NH,-N-Bestimmung amputip, 
und die Tiere wieder in Leitungswasser (von 16°C) versetzt. \, 
bestimmten Zeiten wurden sie wie gewéhnlich getétet und im zwei, 
Gastrocnemius der Ammoniakgehalt bestimmt. Die Werte sini 

Tabelle IV enthalten. . 

Tabelle 1V. 





NH «N-Gehalt im 
amputierten Beine Die zweite 1 ; 
sofort nach der Bestimmung nach ap ata des 
Reizung Minuten . ae 
my 0 mg" 9 


9. VI. 4,54 35 3,69 
9. VL 3,27 1,75 
9. VI. 1,93 1,11 
9. VL 3,05 5 1,30 
9. VI. 2,04 0,87 
9. VI. 3,35 30 1,72 
9. VI. 3,21 2,07 
9. VI. 2,74 30 1,41 


Die Feststellung, daB der Ammoniakschwund aus dem ermiidet: 
Muskel im intakten Organismus so sehr langsam fortschreitet, ist 
mancher Beziehunz von Bedeutung. Sie erklart vor allem die schwa: 
kenden Anfangswerte. Wenn der Ammoniakgehalt des frischen Muskel. 
in situ dem Spiel zweier Komponenten: der sehr schnellen Ammoniak 
bildung bei Bewegung, und dem langsamen Schwund bei der Erholuw 
entspricht, so ist in Muskeln von Fréschen, die in einer halben Stunde v: 
der Tétung mehr oder weniger willkiirliche Bewegungen gemacht hal» 
mégen, keine groBe Konstanz der ,,Ruhewerte zu erwarten. Ein 
weitere Bedeutung dieser Feststellung liegt im Zusammenhang mi 
der Frage des Riickganges des Ammoniaks bei Muskeltitigkeit. Di 
Arbeiten dieses Laboratoriums! haben keine Anhaltspunkte dafi 
ergeben, daB die Ammoniakbildung, welche die Muskeltatigkeit | 
gleitet, in den Vorgiingen der Erschlaffung und der Erholung am isoliert«: 
Froschmuskel wieder riickgingig gemacht wiirde. Sie haben vielmel 
sicher erwiesen, daB das im isolierten Froschmuskel einmal gebilide' 


1 Parnas und Mozolowski, diese Zeitschr. 184, 399, 1927; Pa 
Mozolowski und Lewinski, Klin. Wochenschr. 6, 1710, 1927; diese Zeitsch 
188, 15, 1927; Parnas und Mozolowski, Klin. Wochenschr. 6, Nr. 21, 127 
Dagegen Embden, Klin. Wochenschr. 6, 628, 1927. 
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\mmoniak auch nach langerer Zeit in diesem Muskel wieder gefunden 
werden kann, gleichgiiltig, ob dabei Erholung und Milchsiureschwund 


) tattvefunden hat oder nicht. Die Feststellung, daB aus tatigen mensch- 


lichen Muskeln Ammoniak in Blut iibertritt, bildet eine Grundlage 


Déir die Auffassung, daB8 auch im tatigen Warmbliitermuskel kein 


Vorgang stattfindet, welcher das gebildete Ammoniak bindet. Im 


' Gegensatz dazu meint Embden, daB unmittelbar nach der Muskelzuckung 


jas im Muskel gebildete Ammoniak verschwindet, indem es in seine 
Vorstufe riickverwandelt wird, die ausfiihrliche experimentelle Begriin- 
dung dieser Auffassung ist jedoch bis jetzt nicht mitgeteilt worden. 
Die Feststellung, daB im Frosch mit intakter Zirkulation und Atmung 
las im Muskel angehiufte Ammoniak so lange bestehen bleibt, scheint 
ms jedenfalls gewichtig gegen die Richtigkeit der Auffassung von 
Embden zu sprechen. 


Uber den zeitlichen Verlauf des Milchsiureschwundes in den 
Muskeln intakter Frésche sind wir bis jetzt nicht informiert. Eine 
oeben erschienene Mitteilung von Woodrow und W igglesworth' iiber Ver- 
suche an Fréschen, bei welchen durch Aufenthalt in einem Bade von 38° 
ler Milchséiuregehalt der hinteren Extremitaéten auf 0,11°, gebracht 
vorden ist, zeigen, daB der Milchsiureschwund, zumindest unter 
liesen Umstinden, auch etwa eine halbe Stunde in Anspruch nimmt. 


Wahrscheinlich sind beide Vorginge in ihrem zeitlichen Verlauf 
nur von der ZirkulationsgréBe abhangig. Die Langsamkeit ihres Verlaufs 
m Froschmuskel entspritht wohl der geringen Zahl der Kapillaren und 
ihrer geringeren Durchstrémung und steht im klaren Gegensatz zu 


der groBen Geschwindigkeit dieser Vorgange die zumindest fir 
len Milchsiureschwund bekannt ist — im Warmbliitermuskel. Es 


erklart sich aus diesem Unterschied auch, daB wir in Muskeln von 
Warmbliitern (Kaninchen, Maus, Mensch) kleinere Ammoniakwerte 
finden als im Kaltbliitermuskel?. 


Wir haben indessen auch die Méglichkeit in Betracht gezogen, dab 
lie Abgabe des Ammoniaks durch die Muskeln irgendwie mit der An- 
haufung von Milchsaéure im Muskel zusammenhiangen kénnte ; falls dem 
0 ware, so kénnte man erwarten, daB im ermiideten Froschschenkel 
las Ammoniak nur in dem MaBe den Muskel verlassen kénnte, als der 
langsame, sauerstoffverbrauchende Vorgang der Erholung fortschreitet. 
Um diese Annahme zu priifen, haben wir Versuche angestellt, in welchen 
ermiidete, symmetrische Muskeln in sauerstoffgesittigter Ringerlésung 
ind in sauerstoffreier Ringerlésung gehalten wurden. Es konnte in 


' Biochem. Journ. 21, 812, 1927. 
* Parnas und Mozolowski, diese Zeitschr. 184, 408, 1927. 
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solechen Versuchen kein Unterschied festgestellt werden zwiseh ) ¢., 
Abgabe des Ammoniaks an die Ringerlésung durch den Sawerstof 
muskel und Stickstoffmuskel. Beide schienen fiir das Ammoniak g}pjc) 
leicht permeabel zu sein. Diese oft an verschiedenen Zellen wid ( 
weben festgestellte Permeabilitat fiir das Ammoniak haben wir , 
unserem Objekt (Rana esculenta) auch in der Weise gepriift, da{ yj 
die Ausbreitung von in Lymphsiicke injizierten Ammoniaksalzey 
der Muskulatur untersuchten. Als Injektionsfliissigkeit haben 
Ammoniumchloridlésung mit einer aquimolaren Menge Natriy) 
bicarbonat verwendet; lecm dieser Lésung enthielt 2mg NH,.\ 
Auf 100g Kérpergewicht haben wir 10 mg NH,-N injiziert 
Die Frésche waren, wie oben, mit Chloreton narkotisiert 

befanden sich in Wasser von 16°. Alle Bestimmungen waren nur 
(rastrocnemien gemacht. Das Resultat gibt die Tabelle V. 


Tabelle V. 
N H,-N-Gehalt in mg-%. (24. VI.) 





Nummer des Frosches 


3 


Nach 15 Min. 1.66 
30 
45 
58 
75 
90) 


110 


138 . — 6,10 


* Nach der Tétung des Frosches Nr. 2, das ist 90 Min. nach Injektion, bestimmten wir au 
den Ammoniakgehalt in der Leber (600 mg) uhd haben 17,5 mg+°/o NH -N getunden. 


Tabelle V zeigt, daB in der ersten Stunde nach der Injektion der 
NH,-N-Gehalt im Muskel standig wichst und wihrend der zweite: 
Stunde in allen Fréschen sich auf fast gleichem Niveau befindet. Un 
den absteigenden Ast der NH,-N-Gehaltskurve zu verfolgen, habe 
wir in einem zweiten Versuch die NH,-N-Bestimmungen in stiindige! 
Intervallen gemacht; die injizierte Fliissigkeit war konzentrierter, » 
daB leem der NH,Cl-NaHCO,-Lésung 10 mg NH,-N enthielt. Di 
Frésche befanden sich in feuchten Kammern bei 24°. Die Resultat 
stellt die Tabelle VI dar. 

Der Verlauf dieser Versuche zeigt jedenfalls, daB die Ausbreitun 
des Ammoniaks, seine Anhaéufung in den Muskeln und sein Verschwin« 








(er 


1CTSt off 


kK gleje} 


ind G 


ial Wir 


Wir a@uc 


m der 
velte! 

Un 
haber 
diget 
T wt 

Lhe 


iltate 


tung 


inde 





snmoniakgehalt und Ammoniakbildung im Muskel. IV. BOD 


Tabelle VI. 
N H,-N-Gehalt in mg-%. (13. VIL.) 





Nummer des Frosches 


l 2" 3 4 

Nach 1 Std 7.65 

ie _ 6.40 

3 4.09 

Ss 34 

5 2.78 

6 » 5,22* 

. 1.86 

8 1.24 


* 45 Min. nach der Injektion starke Krampte 


Zeiten von ahnlicher GréBe vor sich geht, wie das Verschwinden 
des endogen gebildeten Muskelammoniaks. 


Ill, Ammoniakbildung im kurarisierten Muskel. 


Diese Gruppe von Versuchen wurde zu dem Zwecke ausgefiihrt 
\nhaltspunkte fiir die Lokalisation der Ammoniakbildung wahrend 
er Muskeltatigkeit zu gewinnen. Angesichts der geringen GréBe der 
Ammoniakbildung — verglichen z. B. mit dem [XKohlenhydratumsatz 
konnte es nicht ausgeschlossen erscheinen, daB die Ammoniakbildung 
vielleicht gar nicht zum KontraktionsprozeB des Muskels gehért, 
sondern zu den Vorgiingen in den im Muskel verlaufenden Nerven- 
fasern oder gar zu den motorischen Endorganen. Wir haben uns 
zunichst tiberzeugt, daB in Nerven keine traumatische Ammoniak- 
bildung stattfindet, die doch das markanteste Phinomen im Muskel 
darstellt. Es wurde von einer Rana esculenta der Nervus ischiadicus 
von Plexus ischiadicus bis zum Kniegelenk prapariert; in einem 
solchen Nerven von 66mg Gewicht wurde der Anfangsgehalt durch 
Zerreiben mit Boraxlésung bestimmt. Es wurden 3,78 mg-°,, NH,-N 
gefunden. Lm symmetrischen Nerven wurde in tiblicher Weise der trau- 
matische Ammoniakgehalt bestimmt und 3,03 mg-°, gefunden 


Dann haben wir gepriift, ob Nervenreizung in einem kurarisierten 
Muskel Ammoniakbildung hervorruft: es war dies nicht der Fall. Die 
Ammoniakbildung findet also peripher von der Endplatte statt. Dab 
in kurarisierten Tieren stets héhere Ruhewerte gefunden wurden, als 
in nicht vergifteten, sei nebenbei erwihnt. SchlieBlich fanden wir 
da8 im kurarisierten Muskel die Ammoniakbildung bei direkter Reizung 
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genau so verlief, wie im nicht vergifteten Muskel bei Nerv: 
und schlieBlich, daB8 Kurarisierung die traumatische Ammonia! 
nicht beeinfluBt. Die Werte gibt die Tabelle VII wieder. 


Tabelle VII. 


NH,-N-Gehalt (Milligrammprozent) in Muskeln kurarisierter F; 





Direkte 


Muskelreizung Nervenreizung Ohne Reizung 


Datum 
4. VII. 4.0 

. VIL. 2,83 

. VIL. 2.64 
5. VIL. 3,09 1,42 
oD. VIEL. 3.20 2.03 

» VI — 1,68 

». VIO. 2,08 2,13 


IV. Wirkung des Fluorions auf die Ammoniakbildung im Muskel. 


Es erschien interessant, zu untersuchen, in welcher Weise 
Fluorion den Stickstoffumsatz des Muskels beeinfluBt. Bekannt 
ist die Fluorwirkung auf die chemischen Vorgiinge im Muskel in « 


letzten Jahren Gegenstand sehr eingehender Untersuchungen 
Embden und seiner Schule! gewesen. Wenn auch die Erscheinuny 
welche die genannten Forscher als besondere Férderungen von ,, Lactac 
dogensynthesen“ aufgefaBt haben, auf Grund spaterer Untersuchunger 
von Meyerhof? eine andere Deutung erhalten haben, so komm 
hier fiir uns die Feststellungen in Betracht, daB das Fluorion dasjeniy 
Anion ist, welches den Muskel in héherer Konzentration am schnellst: 
lahmt, andererseits in Konzentrationen von m/10 die Milchsaurebildung 
im Muskelbrei, unabhangig von'der Pufferung, am ausgiebigsten z 
hemmen vermag. Unsere Versuche ergaben folgendes: Wenn Frosc! 
muskel mit einer n Fluornatriumlésung verrieben wird, so ist die tra 
matische Ammoniakbildung deutlich verlangsamt. Die Hemmun 
bewirkt, daB der volle traumatische Wert erst nach einer halben St und: 
erreicht wird, wahrend er bei Zerreiben mit Wasser bereits nach 2 \| 
nuten auftritt. Eine so vollstindige Hemmung, wie durch die alk 
lische Boraxlésung, wird durch Fluorid nicht bewirkt. 

Wird dagegen ein frischer Muskel in eine Fluorid-Ringerlésux 
gelegt, so wird in kurzer Zeit, mit dem Eintritt der Lahmung, Ammonia) 

1 Embden, Abraham und Lange, Zeitschr. f. phys. Chem. 136, 308, 1°24 
Abraham und Kahn, ebendaselbst 141, 161, 1927. 

* Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 482, 1926. 
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pildet, und gwar genau so viel, wie bei der mechanischen Zerstérung, 
JB... Coffcinstarre, Warmestarre usw. 
Die Tabellen VIII und IX stellen die Ammoniakwerte dar, welche 
den Versuchen mit n Fluornatriumlésung erhalten worden sind 
bis 8. VIT.). 
Tabelle VIII. 





Muskel mit NaF zerrieben in mg-°), Symmetrischer Muskel ohne NaF in mg-°/» 


2’ Boraxlésung zugesetzt. 4,41 Traumatischer NH;-N-Gehalt . 7,70 
9 " . . | 2,43 . - 6,11 
2 " - . 4,73 
f} 443 Sofortige Hemmung mit Borax 1,02 
45 8.96 


Boraxlésung u. Nak zerrieben 1,50 — 


Tabelle 1X. 


Muskeln (sehr sorgfaltig praépariert) wahrend 22 Stunden in Na F-Lésung 


10°C gehalten. Symmetrische Muskeln in Ringerlésung. (8. VII.) 





Muskeln Muskeln in 
kel. in NaF-Lésung Ringer-Lésung 
" mgr” | mgr” 
nntlich Mi; Boraxlsung zerrieben . . .......2.. 8,80 1,56 
in de fii Wasser zerrieben, nach 2’ Boraxlésung zugesetzt 11,0 7 
n \ 
unger Die Deutung dieser Versuche ist nicht schwer; die chemische 
actaci. IeerstOrung der Muskelstruktur, die durch das ins Gewebe diffundierende 
hunger orion bewirkt wird, hat wie jede andere Zerstérung, welche die 
mime ewebstriimmer nicht sofort mit hemmenden Faktoren in Kontakt 
sjenige Mpringt, eine Zersetzung der Ammoniakvorstufe zur Folge. Wenn das 
ellstey HFluorion ins Gewebe diffundiert, so geht seine zerstérende Wirkung 
dun Gut die Struktur der an sich schwachen hemmenden Wirkung dieses 
en zy Mgons auf die Ammoniakbildung voraus. Die Fluorionwirkung ist hier 
rosch. Mpicht anders als die Wirkung z. B. von Alkohol bei Zimmertemperatur, 
tra lcher in einem eingelegten ganzen Muskel Milchsaurebildung hervor- 
mung @Bvlt, wahrend ein schnelles Verreiben des Muskels in Alkohol denselben 
bund rgang hemmt. 
2M 
lk Zusammenfassung. 


1. Die traumatische Ammoniakbildung im Froschmuskel hangt 


sue Bibrer GréBe nach von der Jahreszeit ab und ist im Sommer viel héher 
mah sim Winter. 
1924 2. Die ..Zweiminutenwerte“ fiir den traumatischen Ammoniak- 


vhalt entsprechen einer sehr schnellen und vollstindigen Zerreibung 











3O8 Wt. Mozotowski u. W. Lewifski: Ammoniakgehalt usw. 1\ 


mit Wasser, nicht aber einer gréberen oder feineren Zerschneidyny 


des Gewebes. 
3. In Muskeln, die im intakten normalen Frosch verbleiben 
das bei Arbeit angehiufte Ammoniak nur langsam zuriick; die ey, 


gungen der Tiere beeinflussen die ,,Ruhewerte‘‘ innerhalb 30. })jx 


60 Minuten sehr deutlich. 

4. Im Nervengewebe konnte keine Beeinflussung des Ammoniak 
gehaltes durch Zerreiben festgestellt werden. Im kurarisierten Tic; 
bedingt die Reizung der Nerven keine Erhéhung des Ammoniak 
gehaltes im Muskel, direkte Reizung wirkt wie im unvergifteten Tic 


5. Fluornatrium hemmt im Muskelbrei die Ammoniakbilduny 
im intakten Muskel lést es eine ahnliche Ammoniakbildung aus. y 
Zerreiben, Wirmestarre, Coffein. 
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Kine Apparatur zur graphischen Registrierung der Girung'. 


Von 
G. Joachimoglu. 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 27. September 1927.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Beim Studium der Wirkung von Giften auf die Hefegairung bin 
ich friiher? so vorgegangen, daB ich die CO,-Menge dureh Wagung 
bestimmt habe. Das Gargut befand sich in einem Buchnerschen Gir- 
kilbchen. Die Methode gibt exakte Resultate, hat aber zwei Nachteile 
Will man eine gréBere Anzahl von Versuchen gleichzeitig anstellen, 
<0 st6Bt dies auf groBe Schwierigkeiten, weil die Wagunyen dann ziemlich 
zeitraubend werden. Die Zeitintervalle zwischen den einzelnen Beob- 
achtungen miissen dann entsprechend linger gewahlt werden. Auch 
kann man aus naheliegenden Griinden die Girung nicht langere Zeit 
als 10 bis 12 Stunden verfolgen. 

Das Prinzip der neuen Methode beruht darauf, da man die in 
den Giarkélbchen entwickelte Kohlensiure zwei mit Schwefelsiure 
vefiillte Meissl-Ventile passieren l4Bt und in einer als Gasometer 
dienenden Mariotteschen Flasche sammelt. Die Gasometerflasche 
ist mit angesiuertem Wasser gefiillt. Eventuell kann das Wasser mit 
CO, gesittigt werden. Entsprechend der entwickelten Kohlensiure- 
menge tropft nun das angesiuerte Wasser aus dem Kapillarrohr heraus 
Die Zahl der Tropfen kann mit dem von Gréber*® beschriebenen Tropfen 
zihler auf einem langsam laufenden Kymographion (6 Minuten l em) 


1 Der Apparat wurde auf der 7. Tagung der Pharmakologischen Gesell 


schaft am 23. September 1927 in Wiirzburg demonstriert. 


2 Vel. diese Zeitschr. 130, 240, 1922. 
’ Vgl. Zeitschr. f. biol. Techn. u. Meth. 2, 148, 1912. Der Tropfen 
zihler kann von dem Mechaniker des Instituts, Herrn Uhlig, bezogen werden. 
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registriert werden (vgl. Abb. 1). Zur Registrierung der Zeit dient ein, 
Uhr, die alle 6 Minuten Signale gibt. Um eine absolute Dichtiykeit 


der Gasometerflasche zu gewiahrleisten, kann man in den Raum PF de 
des Schliffes fliissiges Paraffin oder Hg bringen. Als Beispiel diens Ry 
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folgender Versuch. In das Buchnersche Garkélbchen brachten wi 
4g Rohrzucker und 0.8 g gewéhnliche Hefe + 40 ccm Wasser. Man 
setzt das Ventil B auf das Garkélbchen und bestimmt das Gewiclit 
Nach Aufsetzen des Ventils C stellt man die Verbindung mit der Gas: 
meterflasche EF her, dffnet den Hahn D und wartet, bis Temperatur 
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sleich erfolgt ist. Alsdann schlieBt man den Hahn D und kann 


eit mit der Registrierung beginnen. Nach Beendigung des Versuchs wird 
F das Garkélbchen A mit dem Ventil B wieder gewogen und so die ab- 
solute Kohlensiuremenge bestimmt. Dividiert man diese durch die 


lropfenzahl, so laBt sich berechnen, wieviel Milligramm CO, ein Tropfen 
entspricht. Fiir vergleichende Versuche kann das unter Umstinden 
wich gar nicht notwendig sein. Die Abb.2 gibt Kurven von zwei 
Versuchen mit der gleichen Menge Hefe und Zucker wieder. Auf der 
\bszisse ist die Zeit eingetragen, auf der Ordinate die Zahl der Tropfen 
Lie absolute Kohlensauremenge entspricht 1,26 bzw. 1,265 ¢ CO, 
Noch genauer werden die Resultate, wenn man fiir konstante Temperatur 
des Garkélbchens A und der Gasometerflasche FE sorgt. Man kann 
selbstverstandlich gleichzeitig mehrere Versuche ansetzen. Wir haben 
hier eine Einrichtung fiir die Registrierung von sechs Garversuchen 
\uf einen Umstand méchte ich noch hinweisen: Das Kapillarrohr, 
ius dem das Wasser der Gasometerflasche EZ flieBt, muB selbst- 
verstandlich in allen Versuchen die gleiche Flache haben. Unser Glas- 
bliser', von dem wir auch die anderen Glasteile bezogen haben, hat 
diesen Teil fiir die verschiedenen Apparate aus demselben Rohr an- 


~ ue tert igt ° 


t Bleckmann und Burger, Berlin N, Auguststr. 3a. 
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Uber die chemische Zusammensetzung der skorbutischen un 

Meerschweinchenknochen. a 
yl 
Von 
. nie 
E. Brouwer. . 
a}? 
(Aus der physiologischen Abteilung des Rykslandbouwproefstations ti 
Hoorn, Holland.) BS 
an 
(Eingegangen am 25. September 1927.) gel 
gel 

Vor einiger Zeit ist in einer Arbeit dieses Instituts gezeigt worden Ha 

‘ ‘ : : far 
daB das frische Gras (Lolium perenne; engl. Raigras) besonders reich we 
an Vitamin C ist. 2g, ja sogar 1 g Gras (Trockensubstanzgehalt etwa sul 
400 bzw. 200 mg) pro Tag konnten die Versuchstiere (Meerschweinchen) Ka 
monatelang (bis zum Abbrechen der betreffenden Versuche) vor Skorbut Ra 
schiitzen und voéllig gesund erhalten!. Nebenbei sind Untersuchungen rH 
iiber den Eisenstoffwechsel und iiber das Gewicht verschiedener Organe 
angestellt worden. 

Bemerkenswert war tiberdies eine groBe Sprédigkeit der Knochen 
und dieser Befund gab zu einer eingehenderen Untersuchung des K nochen 
apparats AnlaB. Die Ergebnisse dieser Feststellungen sollen jetzt lx Vs, 
sprochen werden. 

Infolge der enormen Sprédigkeit der Knochen bei Skorbut nahme: Me 
wir an, da®B der Kalk- und Phosphorgehalt des Knochengewebes stark 9 
vermimdert und die Bilanz dieser Stoffe negativ sein wiirde. Spiiter wird Kn 
sich ergeben, daB diese Abnahme nur eine maBige ist; ferner geht aus der - 

rat 


Literatur hervor, daB man bei Skorbut nicht immer negative Bilanzen 
findet. det 

Lust und Kloeman? fanden z. B. bei einem Kinde mit schwerem Skorbut 
positive Phosphor- und Kalkbilanzen, sogar etwas stirker positiv als b 
normalen Kindern; wahrend der Heilung wurden diese Bilanzen stark 
negativ, und erst nach mehreren Wochen wurden normale Werte erreicht 
Baumann und Howard® stellten praktisch Calecium- und Phosphorgleic! 


1 Brouwer, diese Zeitschr. 187, 183, 1927 (auf S. 188 wird erwahnt,. 
daB die Versuche in den Jahren 1914 und 1925 durchgefiihrt wurden; stat! 
1914 muB es jedoch heiBen: 1924). 

2 Lust und Kloeman, Jahrb. f. Kinderheilk. 75, 663, 1912. 

3 Baumann und Howard, Arch. of int. Med. 9, 665, 1912. 
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ewicht bei einem Erwachsenen mit Skorbut fest. Nach Verabreichung 
eines Antiskorbutikums wurde die Kalkbilanz deutlich positiv, die Phosphor- 
ilanz blieb etwa gleich. Spater! wiederholten die Autoren diesen Versuch 

Meerschweinchen und gelangten zu fast demselben Ergebnis. Howard 
und /ngvaldsen® untersuchten den Mineralstoffwechsel eines skorbutischen 
\ffen (Maeacus rhesus) und fanden im floriden Stadium eine stark positive 
jilanz fir Kalk und (mit einer einzigen Ausnahme) auch fiir Phosphor, 
ein Befund, der mit dem von Lust und Kloeman erhaltenen iibereinstimmte. 
In letzter Zeit berichtete Frank* gleichfalls iiber die Retention von CaO 
und P,O, bei zwei Kindern im floriden Skorbutstadium; bei der Heilung 
konnte eine erhéhte Ausscheidung beobachtet werden, wobei die CaQ- 
Bilanz sogar negativ wurde. 

Ebenfalls wenig iibereinstimmend sind die Beobachtungen, die sich 
nicht auf die Mineralbilanzen erstrecken, sondern die Analysen des Knochen- 
apparats und anderer Organe behandeln. Bahrdt und Edelstein* unter- 
suchten Knochen, Leber, Nieren, Muskeln und Blut eines an Skorbut 
gestorbenen Kindes; sie hofften zu gleicher Zeit feststellen zu kénnen, 
an welchen Stellen eine Anhaéufung der nach Lust und Kloeman zuriick- 
gebaltenen mineralischen Bestandteile stattfindet. Der Trockensubstanz- 
gehalt der Schenkelknochen war, ebenso wie bei Rachitis, bis auf die 
Halfte vermindert, gréBtenteils auf Kosten der Asche. Die Autoren 
fanden namlich nur ein Drittel bis ein Fiinftel der normalen Kalk- und 
ein Viertel bis ein Fiinftel der normalen Phosphormenge. Die Unter 
suchung der anderen Organe ergab nichts Bemerkenswertes; nur der 
Kalkgehalt der Muskeln war deutlich vermindert, noch starker als bei 


an 


fachitis. 
Ganz andere Resultate erhielten Morel, Mouriquand, Michel und 
Thevenon® bei Meerschweinchen. 100 g¢ getrockneter Knochen enthielten: 


l. bei gesunden Tieren . . . . 56,4g Asche und 25,9 g¢ CaO 
2. ., verhungerten Tieren . . 51,4¢g - » 25,7g CaO 
3. ., skorbutischen Tieren . . 58,22 es » 26,92 CaO. 


Auch in einer zweiten Versuchsreihe von Mouriquand, Seulier und 
Michel® wurden keine auffallenden Unterschiede gefunden. 

Iwabuchi’ untersuchte ebenfalls den Knochenapparat skorbutischer 
Meerschweinchen. Die Réhrenknochen und die Unterkiefer wurden heraus- 
pripariert und analysiert. Gleichzeitig gelangten zur Untersuchung die 
Knochen von Kontrolltieren, die auBer dem Grundfutter (waihrend 2 Stunden 
gekochte Milch und Haferkleie) noch 7 bis 8 g KohlriibenpreBsaft erhalten 
hatten, sowie diejenigen verhungerter und ,,normaler* Tiere. Der Nahrung 
der letzteren wurde keine besondere Aufmerksamkeit geschenkt, und 
der Untersucher nahm an, daB das Futter dieser Tiere in jeder Be- 
ziehung geniigte. Untenstehende Tabelle gibt an, wieviel CaO und P,O, 
die Knochen der Versuchstiere enthielten. 


' Baumann und Howard, Amer. Journ. med. Sc. 158, 650, 1917. 

* Howard und Ingvaldsen, Johns Hopk. hosp. bull. 28, 222, 1917. 

* Frank, Jahrb. f. Kinderheilk. 91, 21, 1920. 

* Bahrdt und Edelstein, Zeitschr. f. Kinderheilk. 9, 415, 1913. 

° Morel, Mouriquand, Michel und Thevenon, C. r. Soc. Biol. 85, 469, 1921. 
® Mouriquand, Seulier und Michel, ebendaselbst 92, 269, 1925. 

* Iwabuchi, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 80, 65, 1922. 
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Skorbuttiere Kontrolltiere Hungertiere Norma 
aes gee 16.0 18,2 16,3 14 
oo 14.6 16,7 14,7 Is 
Trockensubstanz . 56.1 61,9 56.3 64 


Bei den Skorbuttieren wurde also weniger CaO und P,O, als b 
Kontrolltieren und den normalen Tieren gefunden. Der Untersch 
jedoch klein, und die Zahlen der Skorbuttiere weisen eine so grobe Ube; 
einstimmung mit denjenigen der Hungertiere auf, dab man ann 
kénnte, die Differenz gegeniiber den Kontrolltieren bestande nur 
der Inanition, die in den letzten Skorbutstadien niemals ausbleibt 

Toverud ‘ untersuchte die Schneidezahne skorbutischer Meerschwei 
Der Aschengehalt der Trockensubstanz war von 78,6°, bis auf 77,2 
gesunken, der Kalkgehalt von 38,7°, bis auf 35,6°,. Der Magnesiumyehial 
war verdoppelt (2,5 statt 1,3°,), was mit der von Baumann und Ho 
konstatierten positiven Magnesiumbilanz tbereinstinunte. 


Es scheint nicht gut mdéglich, alle diese widersprechenden Befuncd 
miteinander in Einklang zu bringen. Man gewinnt den Eindruck, dal 
die Erscheinungen, welche die Autoren als Skorbut angesproche: 
haben, doch nicht immer die gleichen gewesen sein kénnen, tat. 
saichlich war die Nahrung nicht immer so zusammengesetzt, dal} mar 
das Auftreten von reinem Skorbut erwarten konnte. Fiir die Fall 
von Skorbut bei Menschen gilt dieser Umstand natiirlich in noc! 
starkerem MaBe. 

Fiir uns sind im Hinblick auf eigene, unten wiedergegebene Versuch: 
die Untersuchungen des Knochenapparats bei Meerschweinchen di 
wichtigsten, insbesondere die Experimente von Iwahuchi, da Morel (c. s 
und T'overud nur die Trockensubstanz analysierten. Iwabuchi bestimmt: 
jedoch auch den Wassergehalt der Knochen. Leider war sein Versuchs 
material nicht homogen; das Anfangsgewicht der Skorbuttiere bet rug 
z. B. 280g, das Anfangsgewicht der Kontrolltiere 214 g, ein Umstand 
der gewiB nicht ohne Bedeutung fiir den Knochenapparat ist. Weiter 
wurde nicht darauf geachtet, daB die Tiere praktisch gleiche Menge 
des Grundfutters fraBen, und es ist fraglich, ob Koprophagie vor 
gebeugt wurde. Auch wurden die Knochen von mehreren Tieren 2 
sammen analysiert, so daB nicht festzustellen ist, inwieweit der Gehal! 
an Aschenbestandteilen bei den verschiedenen Versuchstieren schwankt« 

Wir hoffen, mit unseren nachfolgend angefiihrien Versuche 
bei denen alle diese Punke beriicksichtigt wurden, zur Klarang der Fras: 
nach dem Gehalt der skorbutischen Knochen an Asche und Asch: 
bestandteilen beitragen zu kénnen. 


1 Toverud, Journ. biol. chem. 58, 583, 1923; Howe, Journ. Amer 
Assoc. 79, 1567, 1922. 
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Eigene Versuche. 

ie Versuche wurden, wie wir bemerken méchten, in der Weise 

fihrt, daB immer zwei gleichwertige Tiere, méglichst aus einem 
Worfe stammend, miteinander verglichen wurden. Beim Abwiegen 
es Futters wurde derauf geachtet, daB beide Tiere gleiche Mengen 
des Grundfutters (Hafer, Hen und autoklavisierte Milch) fraben: ein 
Tier bekem auBerdem noch eine bestimmte Menge frisches Gras. Es 
st ohne weiteres klar, daB die Versuche mit mehreren Tierpaaren 
nyestellt werden muBten, um sichere SchluBfolgerungen ziehen zu 
konnen. Nahere Einzelheiten sind in der erwahnten Arbeit beschrieben. 


Die Tiere, die nur das Grundfutter erhielten, starben fast ohne 
\usnahme nach 3 bis 4 Wochen an Skorbut:; die Tiere, die auBerdem 
noch | oder 2 g¢ frisches Gras pro Tag bekamen, blieben gesund. Bei 
einigen Versuchspaaren wurden die mit Gras gefiitterten Tiere an 
enselben Tagen getétet, an denen die Kontrolltiere an Skorbut starben 
Speziell diese Paare wurden fiir die chemische Untersuchung des Knochen- 
pparats verwandt, weil die beiden Tiere jedes Paares gleiche Mengen 
Grundfutter gefressen hatten und, wie bereits erwahnt, auch in anderer 
Beziehung vollkommen vergleichbar waren. Etwas lieBe sich noch 
pemerken. Vie an Skorbut erkrankten Tiere fressen nimlich zuweilen 
nicht die ganzen Haferkérner (wie die gesunden Tiere), sondern ziehen 
ex vor, die weicheren inneren Teile herauszuschilen und von den harteren 
Schalen eine gréBere oder kleinere Menge zuriickzulassen. Als wir 
die Rationen (fiir beide Tiere jedes Paares) etwas kleiner wahlten, 
wurden die Riickstande geringer und unbedeutend. 


Wie andere Autoren, stellten auch wir bei den Skorputtieren Blut- 
ergusse fest, besonders unter der Knochenhaut der Rippen in der Nahe 
der Verbindungsstellen mit dem Knorpel und in den Weichteilen bei 
den Kniegelenken. Lie Knochen waren sehr zerbrechlich, so daB ziemlich 
oft Spontanfrakturen bei den lebenden Tieren auftraten. Mitunter 
brachen die Epiphysen der Réhrenknochen beim Herauspriparieren 
ab. Die Backenzihne saBen sehr locker im Munde, so daB sie leicht 
mit einer Pinzette extrahiert werden konnten; in einigen Fallen zer- 
brickelten sie bei diesem Vorgehen. 


Gleichfalls in Ubereinstimmung mit anderen Forschern kon- 
statierten wir bei der mikroskopischen Untersuchung der Rippen- 
Knorpel-Knochen-Verbindungen eine Hemmung des Knorpelzellen- 
wachstums und der Knochenbildung. An Stelle der zierlichen Knochen- 
balkchen wurden nur klumpige Massen von pathologischem Knochen- 
sewebe gebildet. Auch die bekannte Fasermarkbildung (oft mit Blut- 
ergiissen) war eine typische. 
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Fiir die chemische Untersuchung dienten zunachst die Tibies, der 
folgenden Paare: C 30 und C 31, C32 und C 33, C 36 und C 37, ( 3s 
und (39. Wie bereits erwahnt, hatten die beiden Tiere jedes Paare, 
gleiche Mengen Grundfutter bekommen; die Tiere, die auBerdem noch 
Lg (C37 und C 39) oder 2g (C 30 und C 33) frisches Gras pro Tay be 
kamen, wurden an denselben Tagen (mit Chloroform) getétet, an denen 
die Kontrolltiere en Skorbut starben. 

in jeder Tibia bestimmten wir die Trockensubstanz (Trocknuny 
bei 105°C), die Gliihasche und den Gehalt an CaO (gravimetrisc) 
und P,O; (Methode fast gleich der von Bell-Doisy- Briggs) In 
den Fallen, in denen sich die Epiphysen der kranken Tiere bein 
Herauspraparieren lésten, kann méglicherweise ein sehr geringer Ver. 
lust an Knochenmark stattfinden, daher ist das Gewicht der wun 
getrockneten Knochen vielleicht um einige Milligramme zu_niedriy 
gefunden worden. Es ergibt sich somit, da®B die Prozentzahlen, die 
den Gehalt der ungetrockneten Knochen an Trockensubstanz und 
Asche angeben, eher etwes zu hoch als zu niedrig sind. Dennoch 
lagen diese Werte fiir die kranken Tiere niedriger als fiir die ge- 
sunden. Die Unterschiede zwischen den gesunden und_ kranken 
Tieren sind infolgedessen eher zu niedrig als zu hoch ausgefallen 

Aus Tabelle I geht hervor, daB das Gewicht der ungetrockneten 
Tibien bei den gesunden und kranken Tieren nahezu gleich grol war 
(ausgenommen bei C38 und C 39). 

Der Gehalt an Trockensubstanz war bei den Skorbuttieren jedoch 
absolut und relativ niedriger. Die Tibien dieser Tiere enthielten namilich 
durchschnittlich 45,8 °,, die der Kontrolltiere 56,2 °;, Trockensubstanz 

Ebenfalls war der Aschegehalt niedriger; dieser betrug namilich 
durchschnittlich 24,3 ° in den Knochen der kranken Tiere und 26.9 
in denen der gesunden; der Unterschied war also geringer als bei der 
Trockensubstanz. Daraus geht hervor, da8 nicht nur Asche, sondern 
auch organische Substanz verloren gegangen ist; die Zahlen fiir div 
organische Substanz waren 21,5 bzw. 29,3°,. Der Verlust an organischen 
Bestandteilen war somit gréBer als der Verlust an anorganischen Stoffen 
Infolgedessen war die Prozentzahl fiir den Aschegehalt der Trocken 
substanz bei den kranken Tieren gréBer als bei den gesunden (53.2 
baw. 47,9%). 


Fragt man sich, welchem Bestandteile des Grases dieser ginstige 
EinfluB zuzuschreiben ist, so kommt in erster Linie das Vitamin ( 
in Betracht, denn man nimmt allgemein an, da8 das Grundfutter 
geniigende Mengen der iibrigen lebenswichtigen Bestandteile (fir 
Meerschweinchen) enthalt; tetsichlich sind die Kontrolltiere an 
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Skorbut gestorben. Das Gras enthalt jedoch noch ein anderes Vitayyi, 


das fiir den Kalkstoffwechsel von Bedeutung ist, 


min). Daher haben wir noch einige Versuche angestellt, bei dene 


namlich das Vita. 


zum Grundfutter noch 0,5cem Lebertran pro Tag und pro Tie: 


gesetzt wurde. 


Wie 


wir erwarteten, 


genau das gleiche wie vorher (Tabelle I). 


war das Versuchsresultat. fag; 





Tabelle Il. 
Gewicht der Trocken , 
7 ieve in g substanz ; Asche 
we |£.9)g8q) Nair & fs ti: 
22% swe mg mg === 3< 
5s So eee see =e 
eS 25> mg = %@ cz 
C66 286 203. kein Gras Tibia I 623 285.6 45.8 152.6 24.5 534 
Tibia I 589 2703 45.9 141.4 24.0 523 
Durchschnitt: | 606 278.0 45.9 147.0) 24.3 529 
C67, 263) 258) «1g Gras Tibia I 638 328.4 51.5 166.2) 26.1 50) 
Tibia I 615 309.5 50.3 155.0) 25.2 50.1 
Durchsehnitt: 627 319.0 50.9 160.6 257 504 
(69 280 196 kein Gras Tibia | 590 255.4 43.3 140.6) 23.8 55.1 
Tibia I 592 276.7 46.7 148.8) 25,1 538 
Durchschnitt: | 592 266.1 45.0 144.7 245 545 
C68 | 286 297 | 1¢ Gras Tibia I 671 364.1 54,3 181.2 27,0 493s 
Tibia II 675 365.2 54.1 184.6 27.3 505 
Durchsechnitt: 673 364.7 54.2 182.9) 27.2 502 
C71 278 223 kein Gras Tibia I 597 289.0 484 149,7 25.1 51.8 
Tibia I 564 246.6 43,7 131,7 23.4 534 
Durehschnitt: | 582 267.8) 46.1 140.7 243 524 
C70) 288 315 2¢ Gras Tibia I 625 376.7 60.3 179.5 28.7 47.7 
Tibia I 672 391.2) 58.2 189.8 28.2 4s 
Durchschnitt: | 648 384.0 59,3 184.7 2845 481 
Durchschnitt der Tiere ohne Gras. 
281 | 207 | kein Gras 593 270.6 456 144.1 243 533 
Durchschnitt der Tiere mit Gras. 
279 = 290) 1 od.2gGras 649 355.9 54.8 176.1 27.1 495 


und gesunden Tiere in den ersten Versuchen 45,8 bzw. 56,2 °,, 


wir bei den Lebertranversuchen durchschnittlich 


45,6 


und 


Betrug der Gehalt an Trockensubstanz in den Knochen der kranken 


so fanden 
54.8 


Fiir den Aschegehalt der ungetrockneten Knochen ergaben sich friiher 


24,3 und 26,9%, 


in der zweiten Reihe 24,3 und 27,1 °,. 


Auch in de! 


letzten Versuchsreihe ist also mehr organische als anorganische Substa1z 
verschwunden, so daB der Aschegehalt der Trockensubstanz in d 
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Nibien der kranken Tiere héher als in denen der gesunden war. In der 
Versuchsreihe fanden wir niamlich 53,2 bzw. 47.9°,. in der 
i Reihe 53.3 baw. 49.5%. 


erste 
pweit 


in der ersten Versuchsreihe (Tabelle ly bestimmten wir auch den 


li 
Gehalt der Asche an CaO und P,O,. Sowohl bei den gesunden als auch 
Yeiden kranken Tieren fanden wir durchschnittlich 95.6 °,, CaO PLO; 
jas Verhaltnis CaO/P,O, hatte sich nicht geindert; in beiden Fallen 
fanden wir durchschnittlich 53,1°, CaO und 425°, P,O,. Der Gehalt 

MeO wurde nicht bestimmt, weil die Methodik der Mikro-Magnesium- 
bestimmung in Fliissigkeiten mit relativ viel CaO zu der Zeit, als wir 
diese Versuche durchfiihrten, noch nicht geniigend ausgearbeitet war. 


"\uf Grund unseret Zahlen muB es jedoch als unwahrscheinlich be- 


trachtet werden, daB der MgO-Gehalt in den Kaochen der kranken 
Tiere stark erhéht war, wie Howe! und Toverud? fiir die Zahne glauben 
vezeigt zu haben. Eine geringe Zunahme halten wir jedoch fiir recht 
out méglich und glauben diese ab und zu tatsachlich bei den Versuchen 
eobachtet zu’ haben, die wir zur Bestimmung des MgQ-Cehalts aus- 


ivefiihrt haben. 


Die chemische Untersuchung hat also ergeben, dab bei akutem 
skorbut der Gehalt der Schienbeine an Trockensubstanz, Asche, Kalk 
ul Phosphor kleiner als bei gesunden Tieren ist; das Verhdltnis 


5(a0/P,0,; hat sich nicht gedndert. 


Es muB jedoch gesagt werden, daB die Verainderungen in der 
hemischen Zusammensetzung geringer sind, als wir auf Grund der 
groben Zerbrechlichkeit der Knochen erwarteten. Bei Rachitis ist die 
\bnahme viel bedeutender 

Eine mehr oder weniger befriedigende Erklirung fiir den Unter- 
schied von Rachitis bietet die mikroskopische Untersuchung. Bei 
Rachitis wird wohl neues Knochengewebe gebildet, aber die Impragnation 
mit Kalksalzen ist ungeniigend, so daB das Mikroskop unverkalktes 
Knochengewebe zeigt. Bei Skorbut ist das Wachstum der Knorpel- 
zellen und die Neubildung von Knochengewebe gehemmt, wihrend 
lie auch normalerweise stattfindende Resorption fortschreitet. Wie 
us der mikroskopischen und chemischen Untersuchung hervorgeht, 
st die Impragnation mit Kalksalzen jedoch normal, vielleicht starker 
ils normal. Auch die klumpigen Knochenmassen in der Nahe der Epi- 
physenlinien bewirken, daB die Kalkverarmung eine geringere als bei 
Rachitis ist. Diese Knochenmassen sind jedoch fiir die Festigkeit von 


' Howe, Journ. Amer. med. Assoc. 79, 1567, 1922. 
* Toverud, |. ¢. 
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wenig Bedeutung. Die Sprédigkeit der Knochen wird also w: 
durch die Kalk- und Phosphorverarmung als durch die Umwan«d|yny 
der mikroskopischen Struktur verursacht. 

Wie es also scheint, ist die Kalk- und Phosphorverarmung fir 
die Entstehung der rachitischen Knochenveranderungen von primarer 
Bedeutung; bei den skorbutischen Knochen ist die Kalk- und Phosphor 
verarmung sekundar. Die Untersuchungen von Heubner!, Lipschitz? 
Schmorl® und Masslow* sollen bei diesem Schlusse jedoch zu einige: 
Vorsicht mahnen, weil diese Forscher bei Hunden durch phosphorarm, 
Nahrung eine Krankheit beobachteten, welche eine groBe Ubereiy 
stimmung mit Skorbut aufwies. 


Zusammenfassung. 

Das Vitamin C besitzt bei Meerschweinchen grobe Bedeutuny 
fiir den Knochenapparat. AuBer den bekannten makroskopischen 
und mikroskopischen Veranderungen konnten wir bei Vitamin (-fr 
gefiitterten Tieren mittels chemischer Analysen in den Knochen (Tibia 
etwa 10°, weniger an Asche, Calcium und Phosphor ermitteln als bei 
Paralleltieren, welche praktisch dieselbe Menge Grundfutter (Heu 
Hafer und autoklavisierte Milch) und iiberdies taglich noch | bis 2¢ 
frisches Gras erhalten hatten. Der Trockensubstanzgehalt war um 
etwa 19% niedriger. Das Verhiltnis CaO/P,O,; war unverandert. 7 
fast dem gleichen Ergebnis gelangten wir, als dem Grundfutter taglic! 
noch 0,5 g Lebertran zugesetzt wurde. 

Die Sprédigkeit der skorbutischen Knochen wird weniger dure! 
die Kalk- und Phosphorverarmung als vielmehr durch die Umwandlung 
der mikroskopischen Struktur verursacht. 


1 Heubner, Miinch. med. Wochenschr. 58, 2543, 1911. 

2 Lipschitz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 26, 210, 1910. 
3 Schmorl, ebendaselbst 78, 313; 1913. 

* Masslow, diese Zeitschr. 64, 106, 1914. 
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Uber die Verschiebung der Absorptionsstreifen 
organischer Farbstoffe, gelést in verschiedenen Alkoholen 
bei konstanter und bei variierter Farbstoffkonzentration. 


Von 
Lilly Hirsehler. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 30. September 1927.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Erscheinung der theoretisch so wichtigen selektiven Licht- 
ibsorption hat auch ein hervorragendes biochemisches Interesse, da 
ja die Absorptionsstreifen gefarbter Lésungen oft zu ihrem Nachweis 
herangezogen werden und auch differential-diagnostisch wichtig sind. 
Wenn aber, wie aus der Kundtschen Regel hervorgeht, die Lage eines 
Absorptionsstreifens auch am selben Farbstoff von der Art des Lésungs- 
mittels, baw. nach Kalandek auch von der Konzentration des Lésungs- 
mittels abhingt, so ist es begreiflich, daB zur eindeutigen Charak- 
terisierung eines Farbstoffes auch das Lésungsmittel und die Farbstoff- 
konzentration der Lésung angegeben werden muB. 


In den Versuchen, iiber die nachstehend berichtet werden soll. 
wurde das Verhalten einer Reihe von Farbstoffen nach beiden Rich- 
tungen hin gepriift. 


A. Versuchseinrichtung. 

~~ 

Als Lésungsmittel wurden, da sie auch am leichtesten zu beschaffen 
sind, die Alkohole Methyl-, Athyl-, Propyl-, Isobutyl- und Isoamylalkohol 
verwendet, und konnten dementsprechend von Farbstoffen nur solche heran- 
gezogen werden, die sich in den genannten Alkoholen gut lésen und hin- 
reichend scharf ablesbare Absorptionsstreifen im sichtbaren Spektrum 
haben. Als solche haben sich geeignet erwiesen: Alkaliblau, Capriblau, 
Chinolinblau, Cyanin, Diamantfuchsin, Diamantgriin, Eosin, Erythrosin, 
Gentianaviolett, Methylengriin, Methylviolett, Nachtblau, Nilblau, Patent- 
blau, Phloxyn, Rhodamin B, Safranin, Saéureviolett, Sudan III, Victoria- 
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blau und der von Hari! seinerzeit aus normalem Menschenharn 
Kondensation mit p-Dimethylaminobenzaldehyd kristallisiert darst: 
Farbstoff mit Skatoxyl als Paarling. 

Bei der recht starken Lichtabsorption der meisten von mir 
suchten Farbstoffe konnten diese nur in starken Verdiinnungen 
werden. Um nun é@inerseits nicht allzuviel von den Lésungsmitt: 
vergeuden, andererseits, um nicht allzu kleine Mengen der Farbstofi 
wagen Zu miussen was ja zu sehr bedeutenden Versuchsfehlern gefij 


hatte » habe ich aus jedem Farbstoff zunachst eine recht konzent rie; 


Stammildésung, und erst aus dieser die geeigneten Verdiinnungen ber 
Bei der Verschiedenheit der Lichtabsorption der verschiedenen Far! 
war selbstredend auch die verwendete Konzentration eine verschied 
jedoch innerhalb einer Versuchsreihe am selben Farbstoff in verschiede: 
Lésungsmitteln die gleiche. Jedoch gerade um letzteres zu erreicly 
muBte darauf Bedacht genommen werden, daB oft die Léslichkeit 
Farbstoffs in den verschiedenen Lésungsmitteln eime ungleiche wat 
in denen mit niederer, fortschreitend geringer in denen mit héherer C-Z 
Demzufolge muBte oft auf eine Konzentration, die an den niedere: 
spektrometrische Zwecke als vorziiglich befunden war, verzichtet w« 
da sie an den héheren nicht zu erreichen war. 


Zu den Ablesungen diente ein Zeiésssches Spekt rometer mit direkt 


Ablesung der Wellenlangen; die richtige Einstellung der Wellenling 
tromme! wurde haufig mittels der Emissionslinie des Na kontrolliert. 

Als Fliissigkeitsbehalter ».1rde eime 11 mm breite Kiivette mit ; 
parallelen Wanden benutzt, welch letztere mit dem Mittelstiick nicht 


verbunden, sondern an dieses durch zwei federnde Metallspangen gedriickt 


wurden. Dadurch konnten die drei Teile der Kiivette nach jedem Gebrau 
leicht und vollstandig gereinigt werden. Als Lichtquelle diente anfa 
eine Nitralampe, spater Nernstsches Licht, 

Die Ablesureen erfolgten in einem Zimmer, dessen Temperatur ni 
in dem Mabe s xte, da®B hierdurch eine Beeinflussung der Ergelmn 
hatte befiirchtet werden miissen. 

Eine Frage von prinzipieller Bedeutung war es, ob das Maximur 
eines Absorptionsstreifens oder aber seine Rander abzulesen seien, 


denen dann die Mitte berechnet werden konnte. Angesichts der Schwiery 


keiten, ja sehr oft der Unmdglichkeit, die Stelle der maximalen Absor}t 
festzustellen, habe ich durchweg nur die Mitte der Absorptionsstr 
aus thren Randern ermittelt. 

Um die kaum zu vermeidenden Ablesungsfehler auf ein Minin 
zu beschranken, wurden an jeder Lésung die Rander der Absorpt 


streifen je sechsmal abgelesen; jedes einzelne der von mir als Versuclis 


ergebnisse mitgeteilten Daten sind Mittelwerte von sechs Ablesunge: 
Nicht zu vergessen sei der Versuchsfehler, hervorgerufen durc! 
Schwankungen in der Spannung des elektrischen Stromes der stédt is: 
Leitung, durch den die Nitra- bzw. Nernstlampe gespeist wurde. Zu 
Stunden, wo sich (in der Winterzeit) grobe, ohne weiteres bemerk! 
Schwankungen zeigten, wurde iiberhaupt nicht abgelesen. Jedoch wat 
Netzspannung, daher auch die Intensitét des Lichtes, auch sonst 
schwacher, bald starker, was auch eine Anderung der Absorptionsst reife 
Folge haben konnte, sei es beziiglich ihrer Breite, sei es — an asymmetrisc! 


1 P. Hari, diese Zeitschr. 117, 41, 1921; 168, 453, 1926. 
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Streifen beziiglich der Lage ihrer Mitte. Die auf diese Weise entstandenen 
Versuchsfehler waren aber nicht danach, daB sie die Versuchsergebnisse 
lich hatten beeinflussen kénnen; immerhin konnten sie die Ursache 
bemerkbaren, sonst kaum zu begriindenden Schwankungen abgeben. 
In den mit * bezeichneten Versuchen waren im Gegensatz zu den 
ren derselben Reihe statt eines Streifens deren zwei zu beobachten, 
i aber namentlich ihre einander zugekehrten Rander sehr verwaschen 
varen. Die Ergebnisse dieser Versuche wurden aus den voneinander 
wkehrten Randern der beiden Streifen berechnet, wie wenn es nur e/nen 
eben hatte. 
Die Daten samtlicher Versuche sind in der Generaltabelle am Ende 
les Textes enthalten; die aus der letzteren gezogenen Folgerungen sind 


lurch Abbildungen erlautert. 


B. Versehiebung der Absorptionsstreifen in homologen Lésungsmitteln bei 
identischer Farbstoffkonzentration. 


Durch die Kundische' Regel wird folgendes ausgesprochen: ,,Hat 
ein farbloses Lésungsmittel ein betrachtlich gréBeres Brechungs- und 
Dispersionsvermégen als ein anderes, so liegen die Absorptionsst reifen 
einer in den Medien gelésten Substanz bei Anwendung des ersten Mittels 
iem roten Ende des Spektrums naher als bei Benutzung des zweiten.* 
Waihrend Formdnek? von 910 diesbeziig'ich gepriiften Farbstoffen die 
Kundtsche Regel nur an etwa der Halfte derselben bestatigt fand und 
von Walther? das Umbelliferon, von ‘dinolfi# das Rhodamin B und 
das Uranin als Farbstoffe hervorgehoben werden, die jenem Gesetze 
nicht folgen, wurde sie von einer ganzen Reihe anderer Autoren: Voigt®, 
Sheppard®, Havelock? und Kazay® bestatigt und auf verschiedene Weise 
zu erklaren versucht. 

Auch in unserem Institut wurde tiber derlei Versuche berichtet 
und von Szilaérd® die Kundtsche Regel am Hiamatoporphyrin fiir nor- 
male Alkohole, fiir Athylester, fiir Benzole bestitigt, daneben aber 
gefunden, daB z. B. je ein normaler und isomerer Alkohol mit ver- 
zweigter C-kette zwar angenahert dasselbe molekulare Brechungs- 
vermégen haben, die Lage der vier Absorptionsstreifen des in ihnen 


' Kundt, Wied. Ann. 4, 34, 1878. 

2? J. Formének, Untersuchung und Nachweis organischer Farbstoffe auf 
spektroskopischem Wege. 

> B. Walther, Drude Ann. 17, 369. 

4 FE. Adinolti, Chem. Centralbl. 1928, I, 194. 

5 W. Voigt, Drude Ann. 6, 501. 

®* E. Sheppard, Chem. Centralbl. 1909, II, 74 (Proc 
Serie A, 82, 256 bis 270). 

? T.H. Havelock, ebendaselbst 1912, I, 633 (Proc. Roy. Soe. London, 
Serie A, 86, 16 bis 20). 

*’ E.v. Kazay, ebendaselbst 1907, IT, 773 (Pharm. Post 40, 531 bis 533). 

* 4. Szildrd, diese Zeitschr. 170, 185, 1926. 
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gelésten Hamatoporphyrins aber nicht dieselbe ist und auch von Streifey 
zu Streifen in verschiedenem Mae und in verschiedenem Sinne ver 
schoben sein kann. Dasselbe fand Szildérd auch bei Verwendung voy 
normalen Alkoholen einerseits und von Athylestern mit derselbe; 
C-Zahl andererseits, auch, wenn sie dasselbe molekulare Brechwungs. 
vermiégen hatten. 


Gleichfalls in unserem Institut wurde von Kurelec! das Verhaltey 
der Absorptionsstreifen des Kaliumpermanganats und des Urany| 
acetats gepriift und gefunden, da8 die Streifen des ersteren in ver 
schiedenen organischen, homologen Lésungsmitteln mit ansteigender 
C-Zahl rotwdrts und nur in starken organischen Siuren violettwirts 
verschoben werden. Genau entgegengesetzt verhielten sich die A} 
sorptionsstreifen des Uranylacetats, indem sie unter den oben 
nannten Umstanden meistens eine violettwdris und nur ausnahmsweis: 
eine rotwarts gerichtete Verschiebung aufwiesen. 

Aus meinen eigenen Versuchen geht eine Bestiitigung der Kundt 
schen Regel hervor*, indem es von den 21 untersuchten Farbstoffen 

a) bloB einen, Sudanrot III, gab, an dem die Streifenmitte in den 
verschiedenen Lésungsmitteln keine oder bloB eine minimale Ver 
schiebung aufwies ; 

b) bloB einen, die Skatorylverbindung, an dem die Streifenmitte 
in jedem folgenden Lésungsmittel mit héherer (-Zahl violettwarts ver- 
schoben war; 

ce) drei Farbstoffe, Diamanigriin, Methylengriin wnd Patenthlau 
in denen die Streifenmitte beim Ubergang von Methyl- zu Athylalkoho! 
einen Farbstoff, Methylengriin, an dem sie auch beim Ubergang von 
Propyl- zu Butylalkohol; und einen Farbstoff, Chinolinblau, an dem sic 
beim Ubergang von Butyl- zum Amylalkohol violettwéirts sich verschol 


In allen anderen weit zahlreicheren Fiillen fand beim Ubergang zum 
niichst héheren homologen Alkohol eine Verschiebung der Streifenmitten 
nach dem roten Spektralende statt. 

Das AusmaB dieser Verschiebung war ein verschiedenes je nach 
dem Farbstoff, je nach dem verglichenen Lésungsmittelpaar und auch 
je nach der verwendeten Farbstoffkonzentration. Sehr hiufig betrug 
die Verschiebung nicht mehr als 1 bis 2 4, am Alkaliblau allerdings 
bis zu 5, am Capriblau gaa, bis zu 11 yu beim Ubergang vom Methy! 
zum Athylalkohol. 


1 V. Kurelec, diese Zeitschr. 180, 65, 1927. 

2 Da ich mangels der richtigen Homologen auch Isobutyl- und Isoamy! 
alkohole verwenden muBte, sind meine Befunde mit den Kundtschen niclit 
streng vergleichbar. 
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Ohne mich etwa in die tieferen physikalischen Ursachen dieser 
Verschiebungen einzulassen, sei hier bloB auf folgende Zusammenhange 
verwiesen. Da namlich, wie eingangs erwihnt, nicht die Stellen der 
maximalen Absorption, sondern die Lage der Streifenrander abgelesen 
and aus dieser Lage die Streifenmitte berechnet wurde, ist es klar, 
daB letztere ausschlieBlich durch die Lage der Rander bestimmt war. 
Dann liegen aber folgende Méglichkeiten vor: 

a) Eine Verschiebung der Streifenmitte findet iiberhawpt nicht statt, 


a) wenn die Streifenrander in den verschiedenen Lésungsmitteln 
ihre Lage nicht andern, daher auch die Breite der Streifen unveriandert 
bleibt ; 

8) wenn die Streifenbreite von Lésungsmittel zu Lésungsmittel 
wechselt, dabei aber der linke und der rechte Streifenrand gleich stark 
und in entgegengesetzter Richtung wegriicken; 

b) Die Streifenmitte muB sich verschieben, 

y) wenn der Streifen zwar von Lésungsmittel zu Lésungsmittel 
gleich breit bleibt, dabei jedoch seine Rander gleich stark und in der- 
selben Richtung wegriicken; 

6) wenn eine veranderliche Streifenbreite dadurch bewirkt wird, 
dab sich die beiden Rander ungleich stark verschieben. 


640_620 600 580 S60 _ 5¥ 520 500 _ ¥60 S60_5¥0 520 500 ¥80 W60 4W0 


























Gentianaviolett. Sudanrot III. 
Abb. 1. 


Suchen wir nun festzustellen, wie sich die von mir gepriiften Farb- 
stoffe diesbeziiglich verhielten, so ergibt sich, daB 
Fall a) in meinen Versuchen iiberhaupt nicht, vorkam ; 


Fall £) traf am ausgesprochensten an der 0,02 °%igen Lésung von 
Gentianaviolett und an der 0,009°% igen Lésung von Sudanrot IIT zu 
Abb. 14); 


1 Die Lage der Streifenrander ist hier wie in den iibrigen Abbildungen 
durch Punkte, die der Streifenmitte durch Ringe angedeutet; die von 
oben nach unten einander folgenden Punkte bzw. Ringe gehéren der Reihe 
nach dem Methyl-, Athyl-, Propyl-, Isobutyl- und Isoamylalkohol an. 
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Fall y) am ausgesprochensten an der 0,028°,igen Lésw 





























Diamantfuchsin und an der 0,0067 °,igen Lésung von Phloxyn (A\)\). 2 , 
610_590_570 550 530 510 490 470 450 430 430 590 570 550 530 5% 490 47 
der 
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nin 
fah 
sath 
| trat 
Diamantfuchsin. Phloxyn. ; Zui 
Abb. 2. der 
iibri 
690_690 850 630 610 590 510 550 536 890 670 650 630 610 590 57 550 dan 
‘ Ver 
m der: 
: ; Kal 
° 0 die 
Nachtblau. Nilblau. 
Abb. 3. 
Fall 6), der in meinen Versuchen weitaus am haufigsten vorkan 
traf am charakteristischsten zu an der 0,0167 °,igen Lésung von V i/hla 
und an der 0,005°,igen Lésung von Nachtblau (Abb. 3). In diese 
Gruppe sind die Verhaltnisse dadurch kompliziert, daB die Breite de 
Streifens in der Reihe der homologen Lésungsmittel zuweilen in hohe: 
MaBe auch zu-, dann wieder abnimmt. So betrug die 
In Methyle In Athyl- | In Propyle In Butyle In Amy 
; Breite des Streitens alkohol alkohol alkohol alkohol alkoh« 
me - - we ; 
i An der 0,0067 %igen Lsg. 
‘ von Alkaliblau . .. . 50,2 57,9 52,6 41,2 19,8 
{ An der 0,0025% igen Lsg. 
von Nachtblau 51,7 65,8 88,4 76,7 63. 
Doch muB8 bemerkt werden, daB sich das unter #), y), und 6) gv dan: 


schilderte Verhalten an manchen Farbstoffen auf alle von mir unter lke 
suchten Konzentrationen bezieht; andere Farbstoffe hingegen in ver 


vio 
schiedenen Konzentrationen ein verschiedenes, ja teilweise ein wie! 
sprechendes Verhalten zeigten. Alle diese Einzelheiten zu erérter 
wiirde zu keinen erwihnenswerten Ergebnissen fiihren; beziiglich dines 
wisser Einzelheiten sei aber auf den nichsten Abschnitt verwiese! ws 
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¢, Verschiebung der Streifenmitte mit der geinderten Konzentration der 
Farbstofflésung. 


Kalandek! sagt: ,,Bei der VergréBerung der Konzentration in 
der Lésung ist eine unsymmetrische Erweiterung der Absorptions- 
zone zu erwarten. Die Zone muB sich zum violetten Ende des Spektrums 
hin mehr erweitern, als zum roten hin. Meine diesbeziiglichen Er- 
fahrangen lauten wie folgt: Mit Ausnahme des Skatoxyl-Konden- 
ationsproduktes (das allerdings nur in zwei verschiedenen Konzen- 
irationen gepriift wurde) und des Erythrosins, deren Lésungen mit 
zunehmender Verdiinnung eine violettwdrts gerichtete Verschiebung 
der Streifenmitte in allen Lésungsmitteln aufwiesen, war an allen 
ibrigen Farbstoffen (allerdings wieder mit Ausnahme einiger Ver- 
diinnungen vielleicht infolge von Versuchsfehlern) mit zunehmender 
Verdiinnung. eine oft sehr bedeutende rotwérts gerichtete Verschiebung 
der Streifenmitte zu konstatieren, was sich ja mit dem eingangs erwaihnten 
Kalandekschen Befund deckt, wonach mit zunehmender Konzentration 
die Streifen sich violettwarts verschieben. 
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Abb. 4. 


Der Grad der Verschiebung hing von dem fortschreitenden Ver- 
diinnungsgrad der Farbstofflésung ab; sie war kaum vorhanden an 
Alkaliblau, am deutlichsten am Patentblau, Gentianaviolett, Methyl- 
violett und Safranin (Abb. 42). Daneben gab es auch Farbstoffe, an 


1 St. Kalandek, Phys. Zeitschr., 9. Jahrg., Nr. 7, 5S. 128, 1908. 
2 Hiervon sind nur die drei erstgenannten Farbstoffe, und auch an 


diesen von allen in der Generaltabelle verzeichneten Konzentrationen nur 
jeweils die vier (bzw. zwei) starksten abgebildet. 
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denen ganz unerwartete Unterschiede und Abweichungen mit de; 
zunehmenden Verdiinnung auftraten, und zwar sowohl beziiglich de, 
Lage der Streifenmitte, wie auch beziiglich der Breite der Streife, 
Dies war der Fall an Chinolinblau (Abb. 4), Rhodamin B, Saurevyioles; 
Cyanin. Es ist zweifellos, daB sich in diesen Farbstoffen mit der Ve, 
diinnung zusammenhangende sekundire Vorgiinge, vielleicht phy, 
sikalischer, vielleicht chemischer Natur abwickeln, die aber einer niher 
Analyse bediirftig sind. 

Wie kommt in allen diesen Fallen die Verschiebung der Streife; 
mitte zustande ? Eine Priifung der Daten der Generaltabelle, nament|ic 
aber ein Blick auf Abb. 4 lehrt, daB es sich um eine ungleiche Verschichuny 
der Streifenrdnder handelt , indem mit jeder nachst folgenden Verdiinnung 
zwar beide Streifenrinder gegeneinander riicken, jedoch der rechts 
gelegene Rand starker rotwirts riickt, als der links gelegene violett wart: 
(nur beim Skatorylfarbstoff und beim Erythrosin verhalt es sich wn 
gekehrt); daher handelt es sich also um eine mit der fortschreitende) 
Verdiinnung zunehmende asymmetrische Verschmdlerung des Ah 
sor ptionsstreifens. 

Wenn wir nun weiter fragen, warum diese Verschmiilerung mit 
einer Verlagerung der Streifenmitte einhergeht, so ist es klar, dab dies 
nur durch die Asymmetrie des Absorptionsstreifens verursacht sein kann 
Kajdi' sagt diesbeziiglich : 

, Ist ... der Absorptionsstreifen asymmetrisch ... so wird .. . der 
Streifen in verdiinnteren Lésungen... schmiler, in konzentriertere: 
Lésungen breiter erscheinen, jedoch derart, daB der freie Rand de 
helleren Streifenhalfte in verdiinnteren Lésungen stirker einwirts, in 
konzentrierteren starker nach auBen riickt, als der freie Rand der 
dunkleren Streifenhalfte, man daher die Streifenmitte ... in ver 
diinnteren Lésungen nach dem exzentrisch gelegenen Absorptions 
maximum, in konzentrierten Lésungen in entgegengesetzter Richt ung 
verlagert finden wird.“ , 

Dies wird von Kajdi an der Hand seiner Abb.1 richtig dahin erklart 
daB die Lichtabsorption einer gewissen Intensitaét bedarf, damit si 
vom Auge wahrgenommen werde. Stellt man die Lichtabsorptio 
dreier verschieden konzentrierter Lésungen eines Farbstoffes mit 
asymmetrischen Absorptionsstreifen in Form von ebenso vielen tiber 
einander gelagerten Kurven, die Grenze der eben noch vom Auge wel 
nehmbaren Lichtabsorption aber durch eine der Abszisse parallel: 
Gerade dar, so ergibt sich sofort, daB die Schnittpunkte der drei Kurve' 
mit den Geraden, welche Schnittpunkte den Streifenrindern in de: 
drei Lésungen entsprechen, am hellen Rande des asymmetrische' 


1 L. Kajdi, diese Zeitschr. 165, 479, 1925. 
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Streifens weiter voneinander gelegen sein miissen, als am dunklen Teil, 
wo sich das Maximum der Lichtabsorption befindet, daher auch die 
aus den Randern berechneten Streifenmitten sich in der verdiinnten 
Lisung gegen den dunkleren Teil des Absorptionsstreifens verschieben 
mussen. 

Da an weitaus den meisten der von mir untersuchten Ferbstoffe 
jie Streifenmitte mit zunehmender Verdiinnung gegen Rot hin ver- 
schoben erschien, miissen die Absorptionsstreifen jener Farbstoffe asym- 
melrisch gewesen sein, und zwar in dem Sinne, daB thr Maximum sich 
niher zu ihrem rotwdrts gelegenen Rande befindet. 


Die Schliisse, die aus obigen Versuchsergebnissen gezogen werden 
kénnen, lauten wie folgt: 

a) Es wurden Ferbstoffe insparlicher Zah) gefunden, die, in Alkoholen 
von verschiedener C-Zahl gepriift, keine Verschiebung der Streifenmitte 
aufweisen; daneben aber eine weit gréBere Zahl, deren Streifen, der 
Kundtschen Regel gehorchend, mit aufsteigender C-Zah] des Lésungs- 
mittels rotwarts riickten. Unter diesen Farbstoffen gibt es wieder 
einige, an denen der Absorptionsstreifen in allen Lésungsmitteln gleich 
breit ist, die Streifen aber und damit die Streifenmitten von Lésungs- 
mittel zu Lésungsmittel weiter rotwarts riicken. Dies sind die reinsten 
Faille, und. wenn es versucht werden soll, nach den tieferen Ursachen 
der Verschiebungen zu fahnden, zu solchen Untersuchungen einzig ge- 
eignet. Denn an der Mehrzahl der Farbstoffe, an denen eine Ver- 
schiebung der Streifenmitte gefunden wurde, findet mit dem Wechsel 
des Lésungsmittels auch eine asymmetrische Anderung der Breite des 
Streifens statt, wodurch die zu priifenden Verhaltnisse verdunkelt 
werden. 

b) Die weitaus starkere Verschiebung der Streifenmitte bei Variierung 
der Konzentration der Farbstofflésung l4Bt sich restlos durch eine 
asymmetrische Anderung der Streifenbreite bzw. durch eine Asymmetrie 
des Absorptionsstreifens selbst erklaren. 

Nach allem dem mv8 es sehr skeptisch aufgenommen werden, 
wenn man das Spektrum eines Fearbstoffes in einem Lésungsmittel 
durch einen Absorptionsstreifen an einer Spektralstelle von ganz be- 
stimmter Wellenlange charakterisiert verzeichnet liest. Denn es gibt 
zwar sicherlich mehr als einen Farbstoff, deren Absorptionsstreifen 
sich mit Variierung der Konzentration nicht verschieben; bei der groBen 
Mehrzahl der Farbstoffe diirfte aber diese Charakterisierung um so 
weniger zutreffen, je gréBer jene Verschiebung ist. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. P. Héri ausgefiihrt. 
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Uber das Entstehen von Pigmenten in Pflanzen. 
Von 
Hans Schmalfu8 und Helene Barthmeyer. 
(Mitbearbeitet von Hans Brandes). 
(Mitteilung aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 


(Eingegangen am 30. September 1927.) 


In einer friiheren Arbeit! zeigten wir, daB die griinen Hiilsen des 
Besenginsters (Sarothamnus scoparius Wimm.) dann dunkeln, wenn 
es dem Sauerstoff irgendwie méglich wird, in geniigender Menge in 
die chromogenfiihrenden Schichten einzudringen. Gewi8 dringen fort- 
laufend in die griinen Hiilsen geringe Mengen Sauerstoffs ein, die unter 
optimalen Umstinden ausreichen wiirden, Melanin entstehen zu 
lassen?. Doch ist durch ungiinstige Wasserstoffionenkonzentration, 
verbunden mit sauerstoffzehrenden Konkurrenzreaktionen,  dafiir 
gesorgt, daB normalerweise in den Hiilsen vor der Reife kein Melanin 
entsteht. Sobald aber die Sauerstoffkonzentration so stark erhéht 
wird, daB die Konkurrenzreaktionen den Sauerstoff nicht mehr be- 
waltigen kénnen, dunkeln die Hiilsen. Diesen sehr einfachen Komplex 
von Bedingungen wollen wir ,,Sarothamnus-Typus“ nennen. 


In der Natur ist dieser Typus sehr haufig. Man kann ihn leicht 
daran erkennen, daB der betreffende Organismenteil sauer reagiert 
und an einer geritzten Stelle unter dem Ejinflu8 des Luftsauerstoffs 
in wenigen Minuten dunkelt. Als Beispiele seien die Fruchthiille der 
RoBkastanie (Aesculus Hippocastanum L.), das Fruchtfleisch des 
Apfels (Pirus Malus L.) und der Birne (Pirus communis L.), ferner ver- 
schiedene Pilze, wie der Hexenpilz (Boletus miniatoporus Secr.), ge- 
nannt. 


1 Diese Zeitschr. 189, 229 bis 232, 1927. 
2? H. Schmaljuf, B. 56, 1855, 1923. 
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In anderen Fallen reicht Zufuhr von Sauerstoff im Ritzversuch 
nicht aus, Organismenteile vor der Zeit dunkeln zu Jassen. Ein charak- 
teristischer Typus dieser Art ist der Bedingungskomplex in den Hiilsen 
der Saubohne (Vicia Faba L.), den wir ,,Vicia-Typus* nennen wollen. 
Setzt man leicht geritzte lebensfrische Hiilsen in der ,,feuchten 
Kammer dem Luftsauerstoff aus, so ist die geritzte Stelle nach 9 Tagen 
noch nicht geschwiarzt’*, wahrend Hiilsen des Besenginsters unter 
yleichen Bedingungen bereits nach 5 Minuten an den geritzten Stellen 
dunkeln. 


Wie wir feststellten, fehlt jedoch schon in den griinen Hiilsen der 
Saubohne qualitativ nichts, was fiir das Dunkeln noétig ist. Es kénnte 
also ein Unterschied in den quantitaliven Verhiltnissen dafiir ver- 
antwortlich sein, daB die Hiilsen der Saubohne schwieriger dunkeln 
als die des Besenginsters. 


Im einzelnen hangt nun bei gegebenen qualitativen® Bedingungen 
das Dunkeln auBer von der Konzentration des Sauerstoffs noch von 
den Konzentrationen des Chromogens, des Wassers, der Wasserstoff- 
ionen und des Fermentes ab. Mindestens eine dieser Konzentrationen 
miiBte in der Hiilse der Saubohne ungiinstiger sein als in der Hiilse des 
Besenginsters. 


Es kénnte z. B. die Konzentration freien Chromogens in den griinen 
Hiilsen der Saubohne zu gering sein. Doch schon in jungen Hiilsen ist 
freies Chromogen, nimlich 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-aminopropionsiure‘, 
reichlich vorhanden. Das ergibt sich aus der Farbtiefe, die mit Eisen- 
chlorid® entsteht. 


Auch Wasser ist sicher in ausreichender Menge zugegen. Denn 
die griinen Hiilsen der Saubohne sind wesentlich wasserreicher als die 
des Besenginsters. Ferner enthaiten die Hiilsen dann viel weniger 
Wasser, wenn sie schlieBlich wahrend des Reifens spontan dunkeln. 


! Bei Vicia Faba L., als einer Kulturpflanze, sind vielleicht auch 
Rassen vom Sarothamnus-Typus vorhanden. Wir werden danach suchen, 
weil sie fiir Fragen der Entwicklungschemie Bedeutung haben wiirden. 

* Wahrend des Liegens in der ,,feuchten Kammer‘ treten in den 
verletzten Zellen tiefgreifende Verainderungen ein, so daB die Ritzstellen 
spater auch im Exsikkator nicht mehr dunkeln. 

* Mégliche qualitative Unterschiede zwischen Saubohne und Besen- 
ginster sind fiir unsere Betrachtungen belanglos, da, wie wir weiter unten 
zeigen, auch die Hiilsen der Saubohne nach 4 Minuten zu dunkeln be- 
ginnen, wenn man nur die hemmenden Faktoren ausschaltet. 

* Torquato Torquati, Arch. di Farmacol. Sperim. 15, 308 bis 312, 1913; 
M. Guggenheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 276 bis 284, 1913. 

5 H. Schmaljug, K. Spitzer und H. Brandes, diese Zeitschr. 188, 226, 1927. 
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Weiter kénnte die Wasserstoffionenkonzentration dafiir yer 
antwortlich sein, daB die Hiilsen der Saubohne weniger leicht dur kel, 
als die des Besenginstérs. Doch liegt die Wasserstoffionenkonzent ra‘ joy, 
der ausgewachsenen griinen Hiilsen der Saubohne ({H'] etwa 6. |)-* 
zwischen der Wasserstoffionenkonzentration der ausgewachsenen H iilsey 
des Besenginsters ({H'] etwa 10-5) und dem Optimum fiir das [nr. 
stehen von Melanin ({H’] etwa 10~8). Wiahrend des physiologischen 
Dunkelns wird die Wasserstoffionenkonzentration nicht  giinstiger 
vielmehr steigt sie ein wenig an, und zwar in dem MaBe, wie die Hiilsen 
Wasser verlieren. 


Die vorliegende Wasserstoffionenkonzentration schlieBt spontanes 
Dunkeln unter den gegebenen Bedingungen aus. Denn hierfiir wire 
ein alkalisches Medium nétig. Das Melanin mu8 daher, wie schon 
angedeutet, fermentativ entstehen. Wir wiesen das Ferment! mit Hilfe 
der Priifstreifenmethode? und des Kochversuchs nach. Wie sich hierbei 
zeigte, reicht die Konzentration des vorhandenen Fermentes aus 
Melanin entstehen zu lassen, obgleich die Konzentration wesentlich 
geringer ist als beim Besenginster*. 


Die verschiedenen Versuche zeigen also, daB die bisher untersuchten 
‘aktoren, die qualitativ allein schon ausreichen, Melanin entstehen zu 
lassen, auch quantitativ geniigen. Wir beobachten aber, daB die lebens- 
frischen Hiilsen in der feuchten Kammer selbst geritzt nicht dunkeln 
Es mu8 also auch etwas Hemmendes vorhanden sein. Nun sehen wir 
daB die griinen Hiilsen in der Natur bei der Reife dunkeln, wenn die 
Lebensprozesse in ihnen erlahmen. Dies legt den SchluB nahe, dab 
Prozesse, die an das Leben gekniipft sind, das Dunkeln verhindern 
In der Tat dunkeln die Hiilsen auch im Versuch, wie wir spater sehen 
werden, wenn man die Lebensprozesse hemmt. Hierdurch kénnte die 
Vorstellung geweckt werden, da8 ausschlieBlich die Lebensprozesse 


1 Fiir die vorliegende Arbeit ist es belanglos, ob ein einzelnes Ferment 
oder eine Fermentgruppe das Melanin entstehen 14Bt. 

2 H. SchmalfuB, Naturw. 21, 453 bis 457, 1927. 

3 Im PreBsaft der Hiilsen des Besenginsters fehlen fixierende Stotfe 
Darum la6t sich die Priifstreifenmethode dort nicht anwenden. Wir ve! 
teilten deshalb die Fermentmenge eines Priifstreifens in 1 eem Chromogen- 
lésung. Dis Konzentration des Ferments ist dann im Vergleich zum Priif- 
streifenversuch (H. Schmalfuf, diese Zeitschr. 178, 224 bis 227, 1926) recht 
ungiinstig. Trotzdem dunkelten m/100 3, 4-Dioxyphenylalaninlésung 
und m/450 4-Oxyphenylalaninlésung im Verlauf von etwa 4 Stunden 

Die Priifstreifen aus griinen Hiilsen der Saubohne hingegen dunkelten 
trotz der viel giinstigeren Bedingungen nur in der leichter Melanin bildenden 
3, 4-Dioxyphenylalaninlésung, und selbst hier erst im Verlauf von etwa 
12 Stunden. 
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far das Griinbleiben der Hiilsen verantwortlich gemacht werden kénnten. 
gs sind jedoch, ahnlich wie beim Besenginster, noch andere Faktoren 
mgunstig. Erst dadurch, daB diese ungiinstigen Faktoren zusammen- 
wirken, wird die Geschwindigkeit des Dunkelns unter die Schwelle der 
Verklichkeit herabgedriickt. Daraus ergeben sich verschiedene Méglich- 
keiten, die Reaktionsgeschwindigkeit iiberschwellig werden zu lassen, 
indem bald dieser, bald jener Faktor neben anderen vorzugsweise ver- 
bessert wird. Das zeigen folgende Versuche an Hiilsen der Saubohne. 


|. Betupfen der Hiilsen mit Ammoniak. 


Betupft man Hiilsen der Saubohne auf ihrer Innenseite’ mit 
25° iger wasseriger Ammoniaklésung, so beginnen die betupften Stellen 
schon nach etwa 15 Minuten zu dunkeln. Wenn hier auch primar nur 
die Wasserstoffionenkonzentration giinstiger gestaltet wird, so kénnten 
doch auBerdem z. B. noch die Durchliassigkeit des Gewebes fiir Sauerstoff 
erhéht und hemmende Begleitreaktionen gestért werden. 

2. Zerquetschen der Hiilsen. 

Werden Hiilsen zerkleinert, so dunkeln sie um so schneller, je mehr 
Zellen zerstért sind. Hiilsen, die in einer Porzellanreibschale kraftig 
gestampft wurden, dunkelten schon im Verlauf von 35 Minuten deutlich. 
In diesem Versuch ist die Konzentration des Sauerstoffs stark erhéht, 
denn die Kutikula und viele Zellen sind zerstért, so daB der Sauerstoff 
igehindert eindringen kann und nicht mehr durch Begleitreaktionen 
aufgezehrt wird. Gestaltet man auch noch die Wasserstoffionen- 
konzentration giinstiger, indem man einen Tropfen gesattigter Natrium- 
bicarbonatlésung zusetzt, so beginnen die benetzten Stellen schon nach 
4 Minuten zu dunkeln. 


3. Austrocknen der Hiilsen. 


Zerquetschte Hiilsen dunkeln in der ,,feuchten Kammer und im 
Exsikkator (neben Phosphorpentoxyd) praktisch gleich schnell. Zwar 
werden im Exsikkator die Konzentrationen von Ferment und Chromogen 
ein wenig giinstiger, die Konzentrationen der Wasserstoffionen und 
des Wassers ein wenig ungiinstiger. Doch wirken sich diese geringen 
Anderungen im Vergleich zu den geschilderten Folgen des Zerquetschens 
wegen der verhiltnismaBig kurzen Reaktionszeit nicht merklich aus. 

Anders liegen die’ Verhiltnisse bei nicht zerquetschten Hiilsen, die 
beim Liegen an maBig feuchter Luft erst im Verlauf vieler Tage dunkeln. 


1 Die Kutikula der AuBenseite ist fiir Ammoniak undurchlassig. Lést 
man aber mit Hilfe von Chloroform das Wachs fort, so wirkt das Ammoniak 
auch von der AuBenseite her in gleicher Weise ein. Im optimalen Gebiet 
der Wasserstoffionenkonzentration, in der Randzene des Tropfens, entsteht 
das Melanin am schnellsten. 
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Hierbei verlieren die Hiilsen viel Wasser. Z. B. verlor eine leere Hij\sp 
von 3,77 g Gewicht in 5 Tagen, bis zum Beginn des Dunkelns, 3.26 » 
Wasser. Nach 2 weiteren Tagen war die Hiilse hart und lufttrockey 
geworden und hatte noch 0,15 g Wasser verloren. In weiteren 7 Tayep 
nahm das Gewicht nur noch um 0,02 g ab. Der Zellsaft wurde also bis 
zum Beginn des Dunkelns héchstens auf das 2] fache konzentrier 
[(3,20 g + 0,15 g) : 0,15 g]. 

In fritheren Arbeiten' zeigten wir, daB im vorliegenden Konzen. 
trationsgebiet die Geschwindigkeit, mit der sich das Melanin bildet 
nicht wesentlich beeinfluBt wird, wenn die Konzentrationen des (hro. 
mogens und der Wasserstoffionen etwa auf das 2lfache ansteigen 
Dagegen liegt die Konzentration des Fermentes im kritischen Gebiet 
wo die Wirkung mit zunehmender Konzentration stark wichst. as 
zeigt folgender Versuch: 

Priifstreifen aus griinen Hiilsen werden bei etwa 20° in 15 Stunden 
in m/100 wasseriger 3,4-Dioxyphenylalanin-Lésung nur grau und 
bleiben in gesittigter 4-Oxyphenylalanin-Lésung, die viel schwerer 
Melanin bildet, farblos. Priifstreifen von solchen Hiilsen, die bereits 
lange an der Luft lagen und nun unter Wasserverlust dunkelten, wurden 
unter sonst gleichen Umstanden in Dioxyphenylalanin-Lésung tief 
schwarz, in Oxyphenylalanin-Lésung grau. 


Nun wissen wir, daB sich Melanin bildet, wenn die hemmenden 
Lebensprozesse erlahmen. Weiter wissen wir, daB eine gewisse Menge 
Wasser vorhanden sein muB, damit die hemmenden Lebensreaktionen 
statthaben kénnen. Auch das Chromogen braucht Wasser, wenn auch 
viel weniger, um in Melanin iiberzugehen. Das Optimum und das 
Minimum der Konzentration des Wassers (fiir das Entstehen von 
Melanin) liegen hier daher sehr dicht beieinander, wie auch aus den 
Zahlen des vorletzten Versuchs hervorgeht. 


In der ,,feuchten Kammer“ dauern die Lebensvorgange am langsten, 
weil kein Mangel an Wasser auftreten kann, und die Konzentrationen 
der reagierenden Stoffe und damit ihre Reaktionsgeschwindigkeiten 
am kleinsten sind. Unter diesen Umstanden begann eine’ lebensfrische 
Hiilse erst nach etwa !6 Tagen an den Enden zu dunkeln. 


Schneller als in der ,,feuchten Kammer“ mu8 die Hiilse dunkeln 
wenn sie langsam Wasser abgibt. Denn dann miissen die Lebensprozesse 
schneller erlahmen als in der ,,feuchten Kammer‘. Daher bildet sich 
das Melanin friiher und auch mit ein wenig gréBerer Geschwindigkeit 


1 H. SchmaljuB und H. Werner, Zeitschr. f. induktive Abstammungs- 
und Vererbungslehre 41, 327 bis 329, 350 bis 353, 1926; Dieselben, Ferment- 
forschung 8, 824 bis 826, 1925. 
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ie Konzentration des Fermentes gewachsen ist. So dunkelte eine 
Hiilse. die frei an der Luft lag, nach etwa 8 Tagen’. 

lrocknet man schlieBlich eine Hiilse schnell aus, so bildet sich aus 
Manvel an Wasser und Zeit? kein Melanin. Das JaBt sich z. B. erreichen, 
wenn man eine geéffnete leere Hiilse in méglichst trockner Luft an 
einem Faden aufhangt. 

las Entstehen von Melanin ist nicht an das Leben gekniipft. 
Deshalb muB die ausgetrocknete, griin gebliebene tote Hiilse dunkeln, 
wenn man sie in Wasser einweicht und dann an der Luft liegen 1aBt. 
Der Versuch bestatigt dies. Wartet man die Lufttrockenheit nicht 
ab, sondern weicht die Hiilse schon ein, bevor sie hart wird und bevor 
die Lebensvorgiinge aufgehért haben, so nimmt die Hiilse Wasser auf 
und die Lebensvorginge verlaufen weiter. Die Hiilse dunkelt dann lange 
Zeit nicht. 

Was fiir die ganze Hiilse gilt, gilt, allerdings etwas eingeschrankt, 
auch fiir einzelne chromogenfiihrende Zellpartien. Das hilft, das ent- 
gegengesetzte Verhalten der Hiilsen des Besenginsters und der Saubohne 
im Ritzversuch zu erklaren. Ritzstellen der relativ wasserarmen Hiilsen 
des Besenginsters dunkeln in der ,,feuchten Kammer* in 5 Minuten, 
im Exsikkator dagegen gar nicht. Denn die geschidigten Zellen trocknen 
so schnell aus, daB die Zeit zum Dunkeln fehlt. Ritzstellen der lebens- 
frischen Hiilsen der Saubohne hingegen verhalten sich umgekehrt. In 
der ,,feuchten Kammer‘ dunkeln die Ritzstellen selbst im Verlauf 
mehrerer Tage nicht, wie wir schon eingangs erwihnt haben. Im Ex- 
sikkator neben Phosphorpentoxyd dagegen dunkeln die Ritzstellen 
in wenigen Stunden. Auch beim Liegen an der Luft kénnen die Ritz- 
stellen unter giinstigen Umstainden dunkeln. 

Beim Besenginster muB in der ,,feuchten Kammer an den Ritz- 
stellen Melanin entstehen, weil hier wegen der sonst giinstigen Ver- 
haltnisse Sauerstoffzufuhr allein geniigt. Bei der Saubohne dagegen 
reicht Sauerstoffzufuhr nicht aus, offenbar weil die unverletzten Nach bar- 
zellen, solange reichlich Wasser vorhanden ist, weiter das Entstehen 
von Melanin verhindern®*. Denn zerstért man das Gewebe durch 

1 Die Hiilsen. des Besenginsters dunkeln an freier Luft noch wesentlich 
schneller. Denn hier geniigt schon die wachsende Durchliassigkeit der 
Kutikula fiir Sauerstoff, die Hiilsen in kurzer Zeit dunkeln zu lassen. 

2 Im selben Sinne wirkt im letzten Stadium des Trocknens voraus- 
sichtlich auch die stark angestiegene Wasserstoffionenkonzentration. 

’ Diese Funktion der Nachbarzellen wird dadurch bestatigt, daS 
griine Hiilsen, die vorher bereits tagelang in der ,,feuchten Kammer 
gehungert hatten, also keine rege Lebenstatigkeit mehr besaBen, auch in 
der feuchten Kammer an den Ritzstellen dunkelten. 

‘ Der umgekehrte Vorgang, Ubergreifen der Melaninbildung von 
Wundstellen auf die Nachbarzellen, kommt bei gealterten Hilsen vor. 
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Zerquetschen ganz, so bildet sich, wie wir sahen, auch in der , feuchtey 
Kammer Melanin, und zwar um so schneller, je vollstandiger da, 


Gewebe zerstért ist. 


Beim Besenginster kann sich im Exsikkator kein Melanin bj\de 
weil die verletzten Zellen wegen ihres geringen Wassergehaltes ;, 
schnell austrocknen. Bei der Saubohne dagegen ist der Wasserreicht yy, 
des Gewebes sehr groB. Daher ist noch lange Zeit hindurch geniigen, 
Wasser in den abgetéteten Zellen vorhanden, so daB Melanin entstehey 
kann in dem MaB8e, wie die Nachbarzellen infolge des Wasserverluste, 
aufhéren zu hemmen. Auch die wachsende Fermentkonzentratio) 
begiinstigt das Entstehen von Melanin. 


4. Behandeln der Hiilsen mit Chloroform oder Ather. 


Werden Hiilsen der Seubohne etwa 5 Minuten lang mit Chloroform 
oder Ather behandelt, so dunkeln die Hiilsen, an die Luft gebrach 
im Verlauf von etwa 1 Stunde’. Die genannten Fliissigkeiten wirke; 
mehrsinnig. Vor allem wirken sie dadurch, daB sie die hemmende: 
Lebensprozesse lihmen. AuBerdem lésen sie das Wachs der Kutikule 
Dadurch wird dem Sauerstoff der Zutritt und dem Wasser das Ver 
dunsten wesentlich erleichtert. Doch ist das Austrocknen hier w 
wesentlich, weil die Zeit bis zum Beginn des Dunkelns zu kurz ist 
Daher dunkeln die Hiilsen in der ,,feuchten Kammer“ nicht langsame 
als im Exsikkator. Ubrigens nimmt die Fermentkonzentration nich! 
zu, wenn die Hiilsen in der ,,feuchten Kammer dunkeln®. Das |i: 
sich mit Hilfe der Priifstreifenmethode*® zeigen. Hieraus ergibt sic! 
zugleich, daB die Wirkung des Fermentes beim Austrocknen nur deshe|! 
zunimmt, weil Wasser verdunstet. 


Wir wenden uns nun der Frage zu, warum die Hiilsen der Saubohn 
in der Natur schlieBlich dunkeln. Hier spielen verschiedene Faktore: 
mit, vor allem das Aufhéren der sauerstoffzehrenden Lebensprozess 
dann auch noch das Austrocknen mit seinen Folgeerscheinungen, wie 
Durchlassigerwerden der Kutikula und Anwachsen der Fermentkonze1 
tration. 


GewiB erlahmen bei den Hiilsen des Besenginsters ebenfalls div 
Lebensprozesse, da nach der Reife die Stoffzufuhr aufhért. Doch he! 





1 Die Geschwindigkeit ist zwar schon groB, sie wird aber von de! 
Hiilsen des Besenginsters noch um das Zwélffache iibertroffen. Auch diese: 
Versuch zeigt also, wie viel ungiinstiger der Bedingungskomplex in de: 
Hiilsen der Saubohne ist. 

2 Die Wasserstoffionenkonzentration stieg hier von 6 . 10—? auf 5. 10~" 

§’ Chloroform an sich beeinfluBt die fermentative Bildung von Mela: 
nicht. H.Schmalfuf, Fermentforschung 8, 14 ff., 1924. 
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dies hier keine so ausschlaggebende Bedeutung wie bei der Saubohne, 
weil schon das Durchlassigerwerden der Kutikula allein ausreicht, die 
Hiilsen in kurzer Zeit dunkeln zu lassen. 


Wie wir gesehen haben, ist der Regulationsmechanismus fiir das 
Entstehen von Melanin ungewéhnlich fein. Lie mehrfache Sicherung, 
daB in den lebensfrischen griinen Hiilsen kein Melanin entsteht, weist 
auf besondere Zwecke hin. Hiermit ist die Ansicht von A. Bach', daB 
das Chromogen als Oxydationsvermittler beim AtmungsprozeB in 
reversibler Reaktion wirkt, sehr gut vereinbar. Sobald sich in irre- 
versibler Reaktion Melanin gebildet haben wiirde, wire das Chromogen 
gleichsam totgebrannt und als Oxydationsvermittler ausgeschaltet. 
Erehmen aber physiologisch in der reifen Hiilse die Lebensprozesse 
ind damit die Atmung, so wird das leicht reduzierbare Oxydations- 
produkt des Chromogens nicht mehr reduziert von Stoffen, die ver- 
atmet werden, sondern es wird selbst zu Melanin weiter verindert. 
\hnliche Prozesse, die beim Absterben des Gewebes nicht ,unbedingt 
zu gefarbten Produkten fiihren miissen, diirften recht verbreitet sein. 


Zusammenfassung. 


1. Die Bedingungen fiir das Dunkeln der Fruchthiille der RoB- 
kastanie, des Fleisches von Apfel und Birne und des Gewebes mancher 
Pilze stimmen mit denen der Hilsen vom Besenginster im Prinzip 
iiberein. Dieser Komplex von Bedingungen wird als Sarothamnus- 
Typus bezeichnet. Man kann ihn leicht daran erkennen, daB der be- 
treffende Organismenteil sauer reagiert und an einer geritzten Stelle 
inter dem EinfluB des Luftsauerstoffs in der ,feuchten Kammer in 
langstens 30 Minuten bei 20° dunkelt. 

2. Dem Sarothamnus-Typus wird der Vicia-Typus gegeniiber- 
gestellt. Dieser Komplex von Bedingungen unterscheidet sich vom 
Sarothamnus-Typus dedurch, de8 noch ein weiterer Faktor fiir das 
Entstehen von Melenin ungiinstig ist. AuBerlich ist der Vicia-Typus 
daran zu erkennen, daB der betreffende Organismenteil sauer reagiert, 
die geritzten Stellen in der ,,feuchten Kammer“ jedoch in 30 Minuten 
nicht dunkeln, woh] aber langsam im Exsikkator. 


3. Im lebensfrischen Gewebe der Seubohnenhiilse ist durch mehr- 
fache Sicherung dafiir gesorgt, daB kein Melanin entsteht. Denn 
das Chromogen dient nach Bach wahrscheinlich als ,,Atmungschromogen". 
Nas Entstehen von Melanin wird nur wenig beeinfluBt, wenn die Konzen- 
trationen von Sauerstoff, Chromogen und Wasserstoffionen in be- 


1 Literatur bei A. Oparin, diese Zeitschr. 182, 155 bis 179, 1927. 
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stimmten, aber weiten Grenzen schwanken, stark aber, wenn die Ko) ze) 
tration des Fermentes geaindert wird. Besonders wirksam verhi: er, 
Begleitprozesse, die an das Leben gekniipft sind, daB vorzeitig Melani, 


entsteht. 


4. Das Dunkeln der Saubohnenhiilsen 14Bt sich auf manpj 


fache Weise vorzeitig erzwingen, so durch Behandeln mit Ammoniak 


Chloroform, Ather, durch Zerquetschen und durch geeignetes Avs 
trocknen. Die mehrsinnige Wirkung dieser MaBnahmen wird eingehen 
begriindet. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft in Berlin, Herr 
Dr. EZ. Hille in Ebstorf, Herrn Dr. R. Pantke in Hamburg und Herr, 
Forster K. Knoll in Lopau danken wir fiir die Férderung dieser Arbeit 
Die Untersuchungen werden im Hinblick auf Dominanzwechse! wun 


Entstehung von ,,Eigenschaften’ in Organismen auch auf Insekte) 


ausgedehnt. 
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Aus 
ehen Die Reduktion von Kupferoxydsalzen 

durch Traubenzucker in Abhingigkeit von der Konzentration 

Herr, My a8 verwendeten Kupfersulfates. Cuprioxyd als Nebenprodukt 
Hem bei diesem Reduktionsvorgang. 
rbeit Wee 
Po Susanne Adler. 


\us dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 1. Oktober 1927.) 
Mit 1! Abbildung im Text. 


I. 

AnlaBlich ihrer Untersuchungen iiber einige Bedingungen der 
Reduktion von Kupferoxyd durch Traubenzucker, wobei neben der 
Konzentration der Zuckerlésung unter anderem auch die Kochzeit 
variiert wurde, fand Lényi'!, daB die Menge des Reduktionsproduktes 
bei verlingerter Kochzeit zwar zunimmt, jedoch in geringerem Grade, 
wenn es sich um gréBere Zuckerkonzentrationen (100 mg im Bertrand- 
schen Versuche) handelt, als bei Verwendung von geringen Zucker- 
konzentrationen (40mg). iese und ahnliche Untersuchungen sind 
aus dem Grunde von Wichtigkeit. weil auf diese Art bei den meisten 
Zuckerbestimmungsmethoden, die auf der Reduktion von Kupferoxyd- 
salzen beruhen, oft schon eine geringfiigige Anderung der vor- 
gesehriebenen Kochzeit zu einer erheblichen Anderung in der Menge 
des Reduktionsproduktes, daher auch zu einem falschen Bilde von der 
zu bestimmenden Zuckerkonzentration fiihren muB. Es ist daher in 
hohem Grade wiinschenswert, die Bedingungen, unter denen die auf 
diese Weise entstehenden Fehler am geringsten sind, zu ermitteln 

DaB die Menge des Reduktionsproduktes von der Zuckerkonzen- 
tration in dem Sinne abhangt, daB durch groBere Zuckermengen ver- 
hiltnismaBig weniger als durch kleinere reduziert wird, ist lingst 
bekannt; seit Lanyi ist auch die oben erwahnte komplizierte Ab- 


1 KE. Ldényi, diese Zeitschr. 180, 85, 1927. 
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hingigkeit der Menge des Reduktionsproduktes von Zuckerkonzey 
tration und Kochzeit besser beleuchtet; eine weitere Rolle komm: 
aber auch der Konzentration des verwendeten Kupfersulfates zy 
richtiger der komplexen Verbindung des aus Kupfersulfat und Natroy 
lauge entstandenen Cu(OH), mit Seignettesalz. 

In den Versuchen, die den letzterwihnten Zusemmenhang zy 
Vorwurfe hatten und iiber die nachstehend berichtet werden so)! 
wurde die Reduktion nach dem allbekannten Bertrandschen Ver 
fahren, allerdings unter Variierung der Versuchsbedingungen, dere) 
KinfluB gepriift werden sollte, ausgefiihrt. 

Um richtige Resultate zu erhalten, muBten natiirlich alle | 
dingungen, die sich auf die Reinheit der verwendeten Reagenzie; 


(wiederholt umkristallisiertes CuSO,, Traubenzucker pro analysi voy 


Kahlbaum), auf gleichmaBiges Kochen in den zu vergleichenden Ver 
suchen usw. beziehen, genau eingehalten werden. Auch war es erwiinscht 
die Richtigkeit meiner Versuchsmethodik daran zu erproben, ob es mir 
gelingt, die Bertrandschen Originalergebnisse zu reproduzieren. \W ix 
aus nachstehender Tabelle | ersichtlich, war dies der Fall, denn im 
Mittelwert aller Versuche habe ich bloB um 0,6°%, mehr Cu, als maxi 
malen Unterschied aber 1° erhalten. 


Tabelle 1. 





Cu 


Zucker . , Cu 
nach Bertrand in meinén Versuchen o mehr (+) bzw 
weniger (—) erhalter 

mg mg mg 

15 30.2 30.4 + 0,7 

20 40.1 40.5 + 10 

40 77,5 78,0 - 0.6 

80) 146.1 146.3 L O41 
100 177.8 179.3 + O8 


Auf dieser Grundlage konnte ich zu den eigentlichen Versuchen 
iibergehen. 

a) Ich verwendete stets dieselbe Zuckermenge, 40 mg, jedoch 
statt der von Bertrand vorgeschriedenen 20g CuSO, pro 500 ccm 
Lésung gréBere Mengen desselben. Dabei habe ich, wie die Vorschrift 
lautet, 3 Minuten lang im Sieden erhalten. Wie aus Tabelle [1 hervor- 
geht, wird im Falle zunehmender CuSO,-Konzentration zunehmen:! 
mehr Kupfer, als bei Einhaltung der Originalvorschrift reduziert ; denn 
laut Bertrand liefern 40mg Traubenzucker 77,5 mg Cu (Tabelle |) 
also weit weniger als in meinen Versuchen. Gleichzeitig ist aber aus 
Tabelle Il zu ersehen, daB diese Zunahme an Reduktionsprodukt ei: 
Maximum, und zwar bei 50g CuSO, hat, worauf das Reduktionsprodukt 
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Tabelle II. 





Zucker CuSO, in 500 com Kochzeit Cu 
mg 8 Min. mg 
40 40 3 86.6 
40 50 3 8.0 
40 60 3 87.0 
49 70 5 85.9 
100 24 10 194.4 
100 50 10 223.6 
100 60 10 226.4 
100 70 10 223.9 


wieder abnimmt, wie dies schon Quisumbing und Thomas' in ihren 
Versuchen fanden. 

Dasselbe war in einer mit 100mg Traubenzucker ausgefiihrten 
Versuchsreihe der Fall, in der ich, um gréBere Ausschlige zu erhalten, 
statt der vorgeschriebenen Kochzeit von 3 Minuten eine solche von 
\0 Minuten verwendet habe, und deren Ergebnisse ebenfalls in Ta- 
belle Il zusammengestellt sind. Auch hier wurde (teilweise auch infolge 
ler langeren Kochzeit) mit zunehmender CuSQ,-Konzentration mehr 
Kupfer reduziert, und auch hier fand sich ein Maximum dieses Anstieges, 
ind zwar bei Anwendung von 60g CuSO, 

b) In einer weiteren Reihe von Versuchen habe ich die verwendete 
Zuckermenge, die Konzentration der Kupferlésung, sowie auch die 
Kochzeiten variiert; die Ergebnisse dieser Versuche sind in nach- 
stehender Tabelle II] zusammengestellt. 


Tabelle 111. 





Zucker 40 mg, Zucker 40 mg, Zucker 100mg, Zucker 120mg, Zucker 100 mg, 
CuSO, gin CuSO, 70gin CuSO, 24g im CuSO, 24g in CuSO, 70g in 


> 500 com 500 com 500 com 500 com 500 ccm 

3 Cu Cu Cu Cu Cu 

Z -_ 

gee prol0mg ges jiprol0mg gee prol0myg gee iprolOmg = ge- prolOmg 
funden Zucker funden | Zucker funden Zucker funden Zucker funden Zucker 

Min. mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg 

3 _— 220,0 18.5 

5 89,7 2.4 2213 184 


104.9 262 1944, 194 2231 186 2118 21,2 


10 933 
20 3102.7 


bo bo ko LO 
ou 
>~I te 


“IOI ce 


30 «110.6 6 1411 353 2004 204 227, 19,0 | 2419 242 
49 . - 258.2 25.8 
50 —_ — 276.2 27.6 
60 itis 904.6 51.1 291.8 29.2 


1 F. A. Quisumbing und A. W. Thomas, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 


1503 bis 1526, 1921. 


In * 
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Noch besser als aus Tabelle HI sind die Ergebnisse dieser \eh, 
reichen Versuche aus nachfolgender Abbildung zu ersehen, in der qj 
auf 10mg Zucker bezogenen Mengen des Reduktionsproduktes 4). 
Ordinaten in einem Koordinatensystem aufgetragen sind, das auf de, 
Abszissenachse die Kochzeit in Minuten aufgezeichnet enthalt. |), 
Tabelle und der Abbildung ist mehreres 








” zu entnehmen: zunachst die altbekannt, 
40} Tatsache, daB durch 40 mg Zucker ver 
haltnismaBig mehr Kupfer als dure 

3 100 bzw. 120 mg reduziert wird; ferne; 
82 | die aus der Mitteilung von Lényi by 
, | kannte Tatsache, daB durch die Ver 


| | | | langerung der Kochzeit (von meine 


L., | | | | | | Versuchen sind es die mit den Koch 
03570 20 30 50 60 


Mirwten zeiten von 10 bis 30 Minuten, die jy 
Abb. 1. allen Reihen vorkommen, daher gut ver 
I: 40 mg Zucker, 70g CuSO, lichen werden kénnen) die Menge des 
(in 500 com der Lésung) 8 . 
i ce er LO b ° 7 3 : rae 
ll: 40mg Zucker, 40g CuSO, Reduktionsproduktes bei den kleiner 
(in 500 com der Lésung). Zuckerkonzentrationen (40 mg) weit 
Ill: 100mg Zucker, 70g CuSO, i . ag 989. Or 9 
peg psn edly tmaeny starker zunimmt : von 26,2 auf 35,3 my 
IV: 100mg Zucker, 24g CuSO, 35 %, als bei den gréBeren Zucker 
(in 500 com der Lésung). ’ . 5 an < 
onzentratione 00 mg): v 21,2 auf 
V: 120mg Zucker, 24¢ CuSO, konzentrationen (1 mg): on 21,2 a 
(in 500 com der Lésung). 24,.2mg = 14%. Endlich geht aus 
g - 


diesen Versuchen in Ubereinstimmung 
mit den sub a) und b) erérterten Befunden hervor, daB bei ver 
langerter Kochzeit die Menge des Reduktionsproduktes bei variierter 
Kupferkonzentration um so gréBer ist, je mehr CuSO, statt der 
vorgeschriebenen 20 g genommen wird. So war die Menge des 
Reduktionsproduktes beim Vergleich der Versuche mit 10 und 30 Mi 
nuten langem Kochen 


bei 40mg Zucker und 40g CuSO, von 23,3 auf 27,6mg= 18 


40 ,, es » 70g CuSO, ,, 262 ,, 35,3 ,, = 35° 
— oe » 24g CuSO, ,, 19,4 ,, 20,0 ,, 3 
« we " » Wg CuSO, ,, 21,2 ,, 24,2 ,, = 14' 


angestiegen. Am wichtigsten scheint mir das letzterwahnte, an 100 mg 
Zucker erhaltene Ergebnis zu sein, darin bestehend, daB, je geringe: 
der absolute und auch im Verhiltnis zur Zuckerkonzentration verwendet: 
KupferiiberschuB ist, das Ergebnis durch Verlingerung der Kochzeit wm 
so weniger beeinfluft wird. Mithin ist auch zu erwarten, daB, wenn es 
gelingt, die zu verwendende Kupferkonzentration nach MaBgabe des 
vorhandenen Zuckers noch weiter herabzudriicken, die Verlingerung 
der Kochzeit tiberhaupt keinen EinfluB mehr auf die Menge des i 
duktionsproduktes haben wird. Umgekehrt wird man aber auch schlieBen 
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»iissen, daB, je weniger Zucker bei der Ausfiihrung einer Reduktions- 
probe mit vorgeschriebener Kupfersulfatmenge vorhanden ist, ein 
\bweichen von der vorgeschriebenen Kochzeit um so gréBere Fehler 
bedingen muB. 

Il. 


\nlaBlich obiger systematisch angestellter Versuche, durch Anderung 
ler Konzentration der verwendeten Kupfersulfatlésung und der Koch- 
iauer wenigstens teilweisen Einblick in die komplizierten Verhaltnisse 
zu erhalten, die in den zur quantitativen Zuckerbestimmung gebrauch- 
ichen Reduktionsproben obwalten, habe ich gelegentlich bemerkt, 
daB der rein rote Niederschlag von Cuprooxyd, den man sonst bei der 
Bertrand schen Methode erhalt, von einer mehr oder minder groBen Zahl 
von schwarzbraunen Kérnchen durchsetzt ist. In der wohl begriindeten 
Annahme, daB die Kérnchen aus einer anderen Oxydationsstufe des 
Kupfers bestehen, habe ich sie zu isolieren versucht; dies gelang, aller- 
dings in recht geringen Mengen, dadurch, daB ich den ganzen Niederschlag 
mit Ammoniak in der Warme behandelt habe, wobei das Cu,O in 
lésung ging, von den dunkleren Kérnchen aber die gréberen zuriick- 
blieben. In einer mit Schwefelsiure versetzten Lésung von Ferri- 
sulfat waren die Kérnchen léslich, und, da diese Lésung durch den 
ersten einfallenden Tropfen einer stark verdiinnten Lésung von Kalium- 
permanganat gerétet wurde, war es klar geworden, daB die dunklen 
Kérnchen nicht aus Cu,O bestehen kénnen, sondern offenbar héher 
oxydiertes Kupfer enthalten, und ist es selbstverstandlich, daB in erster 
eilhe an CuQ, vielleicht gar in irgend einem organischen Komplex, 
gedacht werden muBte. 

Letztere Méglichkeit konnte alsbald ausgeschlossen werden, indem 
durch die in einer Kaliréhre erhitzte Substanz vorgelegtes Barytwasser 
wohl ein wenig getriibt wurde, ohne jedoch, daB die Titration mehr als 
Spuren von CO, bzw. C ergeben hitte. Bei dieser Gelegenheit war 
sofort nach dem Beginn des Erhitzens an den kalteren Teilen der Réhre 
Kondenswasser in ansehnlichen Mengen zu sehen, obwohl die Substanz 
scharf getrocknet war. 


Genaue Auskunft tiber die Zusammensetzung des fraglichen Kérpers 
war von einer Bestimmung des Cu-Gehaltes zu erwarten, der auf zweierlei 
Weise vorgenommen werden konnte: durch Elektrolyse und durch 
Reduktion im H-Strome. Der Sicherheit halber habe ich die Analyse 
nach beiden Verfahren ausgefiihrt, sie aber zunichst wie folgt aus- 
probiert. 


Die Elektrolyse wurde in einer Platinschale vorgenommen, die als 
Kathode diente, als Anode habe ich ein in die Lésung tauchendes 
Platinblech verwendet. 
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a) In 10 cem einer Lésung von CuSQ,, die, jodometrisch best 
0,1267 g Cu enthielten, fand ich auf diese Weise 0,1266, 0,1264 und 0.1255 » 


b) CuO von Merck wurde in einem Ni-Tiegel 


ausgegliiht, abgew 


Mengen in 10 cem 20° iger H,SO, gelést, die Lésung auf 40 cem veriiinn: 


und der Elektrolyse unterworfen. 
79,.9°. fand ich 

uO 0,0962 ¢ Cu 
uO 0,0879 ¢g Cu 
uO 06,0840 ¢ Cu 
uO 0,0608 g Cu 
uO 0,0844 ¢ Cu 


Mittelwert : 


in 00,1212 ¢ 
0,1109 g 
0,1056 
0,0764 g¢ 
0.1061 ¢ 


Ss YY = 


Statt des berechneten Cu-Gehalt 


79,4% 
79,3°% 
79.6% 
79,6 °% 
79,6°, 


79,5 % 


¢) Cu,O habe ich in gréBeren Mengen dargestellt, indem ich in mehrere) 
Ansatzen CuSO, in Gegenwart von Seignettesalz und Lauge dureh } 


100 mg Traubenzucker reduzieren lieB. 


Um eine gréBere Ausbeute zy 
gz 


erhalten, wurde die CuSO,-Konzentration gréBer und die Kochzeit linge: 
genommen, als der Bertrandschen Vorschrift entspricht, ohne jedoch, cat 


hierbei schwarze Kérner gebildet wurden. 
Gehalts von 88.8% habe ich gefunden 

in 0,1178g Cu,O 0,1033 g Cu 

0,1213 g Cu,O 0,1063 g Cu 

0,0938 g Cu,O 0,0825 g Cu 


» 0,0933 g 
., 0,0898 ¢ 
0,0728 g 
0,0593 g 
0,1106 g 


Cu,O 
Cu,O 
Cu,O 
Cu,O 
Cu,O 


0,0822 ¢ Cu 
0,0794 ¢ Cu 
0.0645 g Cu 
0,0514 ¢ Cu 
0,0974 2 Cu 


0,0877 g Cu,O 


0.0772 g 


Cu 


Mittelwert : 


Anstatt des berechneten (y 


87,7% 
87,6°, 
87,9°, 
88.1% 
88,4°, 
88,6°, 
86,7 % (?) 
88,1% 
88.0°, 
87,9°%, 


Reduktion im Wasserstoffstrom. Eine abgewogene Menge der 

Substanz wurde in ein Porzellanschiffchen eingebracht und in einer 

Kaliréhre im Verbrennungsofen gegliiht, wobei durch eine 2° ige 

KMnO,-Lésung gereinigter und durch konzentrierte H,SO, ge 
trockneter Strom von H iiber die Substanz strich. 

a) Mercksches CuO ergab anstatt 79,9°, Cu 

0,1535 g CuO enthielt 0,1223 g¢ Cu 

0,1490 g CuO 0,1191 g Cu 

0,1452 g CuO 0,1159 ¢ Cu 


79,7°, 
79,9°% 


79,8 % 


Mittelwert :: 


79,8 °% 





: 
' 
: 


b) CuO, dargestellt durch Kochen einer Lésung von CuSO, mit ver 
diinnter Lauge, Waschen, Trocknen und Gliihen des Niederschlags, ergal 


anstatt 


79,9° 


> Cu: 


0.1437 g CuO enthalten 0,1148 ¢ Cu 


0,0867 g CuO 
0.1014 ¢ CuO 
0.1248 g CuO 
0,1265 g CuO 
0.1446 ¢ CuO 


0,0692 g Cu 
0,0810 g¢ Cu 
0,0988 g Cu 


0,1000 g Cu = 


0.1152 ¢ Cu 


79,9, 
79.8% 
79,99, 
79,2°, 
79.0%, 
79,7 


Mittelwert: 79.6‘ 
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) Cu,O, nach der Bertrandschen Vorschrift dargestellt, lieferte im 
.Strom kein Wasser und enthielt 
in 0,0695 g Cu,O 0,0608 g Cu 87,5% 
» 0,1643 g Cu,O 0,1456 g Cu 88,6 °%, 
» 90,1182 g¢ Cu,O 0,1041 g Cu 88,1% 
» 90,1182 g Cu,O 0,1043 g Cu 88,2% 
» 0,1570g¢ Cu,O 0,1394 g¢ Cu 88,8 °%, 
» 90,1541 g¢ Cu,O 0,1363 g¢ Cu 88,5°%, 


= 


Mittelwert: 88,3°, 


Da sich auf diese Weise erwiesen hat, daB beide Verfahren recht 
zufriedenstellende Resultate geben, konnte ich an die Analyse der 
fraglichen Substanz gehen. 

Wie weiter oben erwahnt, war es wohl méglich, die schwarze Substanz 
in geringen Mengen durch Weglésen des Cu,O mit NH, zu isolieren; 
zur Cu-Bestimmung reichten sie aber durchaus nicht hin. Es muBte 
daher folgender Umweg eingeschlagen werden. 

Kochte ich eine Liésung von 40 mg Zucker in Anweseénheit von 
Seignettesalz und Lauge mit einer Lésung von CuSQ,, die konzen- 
trierter ist, als die vorgeschriebene, so war der Niederschlag, wenn die 
CuSO,-Lésung: 





Bei 3 Min. langem Kochen Bei 60 Min. langem Kochen 


20g in 500cem enthielt . . . rein rot rein rot 

0g , 500 , - ar es ae 

49g , 590 , a , rein rot 

Hg , 500 , " + at a Nps rot mit wenig schwarz 
Og , 500 . @ Bing, ¥ 7 

70g , 500 , ¥ . . . rot mit wenig schwarz 


Enthielt die Lésung die oben genannten Bestandteile, jedoch keinen 
Zucker, so war der Niederschlag, wenn die Kupferlésung in 500 ccm 





Bei 6) Min. langem Kochen 


2g CuSO, enthielt ........ eins rot, sehr wenig 

30g CuSO, n ; : <r rot, gering 

40g CuSO, - ' , zh rot, mit schwarz vermischt 
Hg CuSO, . 3% -% sk braunschwarz, reichlich 


Es lieB sich hieraus folgern, daB in Abwesenheit von Zucker dic 
iiberwiegende Menge des komplexen Cu(OH), in CuO verwandelt wird; 
in Anwesenheit von Zucker jedoch ein angemessener Teil zu Cu,O reduziert 
und nur dariiber hinaus CuO gebildet wird. Der Beweis, daB sich dies 
in der Tat so verhalt, wird spiter zu erbringen sein (s. weiter unten). 
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Vor allem hatte ich demnach das in Abwesenheit von Zucker oy) 
stehende Produkt zu analysieren. 


a) In einer ersten Reihe von Versuchen wurde die Substanz teils }y 
95°C und dann im Exsikkator iiber Schwefelséure, teils aber bei 120° ( 
getrocknet und in 20% iger H,SO, gelést der Elektrolyse unterworf 


Tabelle IV. 





Bei 95° getrocknet Bei 120° getrocknet 
Analysiert Cu getunden - Analysiert a hoon mene 
‘ e %lo & ry 
0,1032 0,0767 74,3 0.1237 0,09388 75.8 
0,1266 0,0938 74,1 0,0799 0,0607 76.0 
0,1239 0,0920 74,2 
0,1157 0,0867 74,9 


Die bei verschiedenen Temperaturen getrockneten Praparate ergabe: 
allerdings etwas verschiedene Werte, doch weichen sie von dem berechnete: 
Cu-Gehalt des CuO (von Cu,O gar nicht zu reden) in so erheblichem Grac 
ab, daB dies durch etwaige Versuchsfehler nicht verursacht sein konnte. 
Ich habe schon weiter oben darauf verwiesen, daB auch die scharf ge 
trocknete Substanz beim Gliihen leicht und in nicht unerheblichen Menge: 
Wasser abgibt; auch ist in der Literatur eine ganze Reihe von Cuprioxyden 
mit ein bis mehreren Wassermolekiilen angegeben. 

b) Um diese Verhaltnisse zu kliren, wurde das zweiterwahnte Verfahren. 
doch in der folgenden etwas komplizierteren Form angewendet: Ich gliihte 
eine abgewogene Menge der Substanz im O-Strome und bestimmte nun 
einerseits die Menge des in einer CaCl,-Réhre aufgefangenen Wassers, 
weiterhin den Gewichtsverlust, den die Substanz hierbei erlitt, iiberfiihrte 
dann den Riickstand durch Gliihen im H-Strome in metallisches Cu. Aus 
diesen Bestimmungen muBte sich folgendes ergeben: Ist die Menge des 
Gewichtsverlustes gleich oder wenigstens nahezu gleich der des aufgefangene: 
Wassers, so muBte die Substanz aus hochoxydiertem Cu bestehen, konnt: 
also kein Cu,O enthalten haben; stimmte weiterhin der Cu-Gehalt, wenn 
er auf urspriingliche Substanz minus Wasser bezogen wird, auf CuO, so 
hat die Substanz in der Tat nur aus CuO und Wasser bestanden. In nach 
stehender Tabelle V sind die Ergebnisse dieser Versuche zusammengestel!t 


Aus diesen Versuchen geht erstens hervor, daB der auf die ur- 
spriingliche Substanz bezogene Cu-Gehalt annihernd mit dem durch 
Elektrolyse erhaltenen ‘ibereinstimmt; weiterhin, daB aufgefangenes 
Wasser und Gewichtsverlust wohl nicht genau, jedoch so weit tiber 
einstimmen, daB eine Sauerstoffaufnahme durch die im O-Strom: 
gegliihte Substanz nicht angenommen werden kann; endlich auch 
daB der auf die wasserfreie Substanz bezogene Cu-Gehalt hinreichen« 
gut auf CuO stimmt. Also besteht der Niederschlag, den ich beim Kochen 
einer CuOS,-Lésung in Anwesenheit von Lauge und Seignettesalz ohn: 
Zucker erhielt, aus CuO, das Wasser gebunden enthalt. 
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nt Tabelle V. 
Cu, bezogen 
Wasser Gewichts+ 
be Analysierte verlus Ce aut aut Getrocknet 
D4 ¢ Substanz aufgefangen verlust gefunden H Onhaltige, Hy Ontreie € ~~ n 
= - Substanz Substanz 
g 8 8 8 
01494 0,0072 51 0,0085 6,0  0,1047 74,6 79,4 iii. 
— 0.1468  0,0075 5,1 0,0089 6,1 0,1095 74.6 79.4 or 
0.1390 = -0,0063 «4.5 -0,0083 6,0 0.10385 74.5 79,2 — 
01482 0,0081 5,5 0.0086 5.8 0.1112 75,0 79.6 — 
1525 0,0123 8,2 0.0083 5.4 0.1150 75.4 79.8 | 55— 00° im 
0.1949 — 0,0090 5,8 0,0088 5.7) 01165 75.2 79,7 | Vakwum 
0.1512 0,0049 | 3.2 0.0959 | 3,3 0.1165 77,0 79,7 
0.1485 0.0040 2.7 0.0950 34 0.1139 76,7 79.4 
0.1361 0,0044 32 0,0947 34 -- 
01610 0,0052 3.2 0,0060 3,7 0,1225 76.1 79,0 120° ¢ 
0.1413 0.0051 | 3,6 0,0050 35 01082 76.6 79,4 
01576 0,0049 31 0,0058 3,7. 0,1195 75,8 78,7 
ber 0.1481 0.0048 382 0.0051 34 £0.1125 76.0 78.7 
ter 
fe , . ° . . . - ° 
: Wenn dem aber so ist, so ergibt sich die weitere Frage, ob zwischen 
ite, . . r r . 
a diesem CuO und dem, das einfach beim Kochen von Kupfersulfat mit 
ren verdiinnter Lauge ohne Zucker, aber auch ohne Seignettesalz entsteht. 
len (Tab. VI) ein Unterschied besteht oder nicht. 
be Tabelle VI. 
ite’ 
un Cu, bezogen 
rs Wasser Gewichts- . = 
Analy sierte Cu . 
te Substens aufgetangen verlust gefunden H O-naltige H, O-treie nee ~ wae 
us Substanz Substanz 
es g 8 %o 8 x %o lo 
‘h 
te 0.1575 0.0072. 4.6 O.058 3.7 0.1292 76,3 79,2 | Zimmer 
0.1449 0.0055 3.8 0.0055 38 0.1106 76.3 79.3 | temperatur 
30 1234 0,00381 2,5 0,00380 24 0,0956 77.5 79,4 | pao, 
0.1484 0.00385 24 0.0085 24 01146 77,2 79.1 ag 
t 
Zwischen diesem und dem obigen Ergebnis besteht nur insofern 
h ein Untetschied, als hier die Menge des beim Gliihen entweichenden 


Wassers mit dem Gewichtsverlust in den meisten Versuchen sehr gut 
iibereinstimmt ; die Substanz hat sich auch hier als ein mit dem obigen 
identisches wasserhaltiges CuO erwiesen. 


Auf 8.437 habe ich angenommen, daB die dunklen Kérner, die 
sich bei Anwesenheit von Zucker infolge der verlangerten Kochzeit 
: und der gréBeren Konzentration des verwendeten Kupfersulfates 

dem gewéhnlichen roten Cu,O beimischen, aus demselben CuO be- 
stehen, das sich beim langeren Kochen des Seignettesalz-Lauge-Kupfer- 
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salz-Gemisches in Abwesenheit von Zucker in groBen Mengen bile: 
Von der Richtigkeit dieser Annahme konnte ich mich auf Grund de 
voranstehenden Versuchsergebnisse und des folgenden Gedanken 
ganges tiberzeugen. 

Da der unter den in Tabelle VII verzeichneten Versuchsbedingunge 
erhaltene Niederschlag offenbar, weil er bei 120°C scharf getrockne; 
wurde, keine nennenswerten Mengen von Wasser abgab, konnte eine 
wihrend des Gliihens im O-Strome erfolgende Gewichtszunahme, yw 
von der Oxydation von Cu,O zu CuO herrithrend, dem aufgenommenen 
Sauerstoff gleichgesetzt werden. Aus diesem konnte daher berechnet 
werden, wieviel Cu,O im Niederschlag enthalten war; aus dem Unter 
schied zwischen der abgewogenen Substanzmenge und dem so be. 
rechneten Cu,O muBte sich aber das vorhanden gewesene CuO ergeben 
Weiterhin konnte aus den fiir Cu,O und CuO erhaltenen Werten der 
gesamte Cu-Gehalt der abgewogenen Substanz berechnet werden, der 
wieder, wenn meine Annahme iiber die Zusammensetzung der Substanz 
richtig ist, mit der Cu-Menge iibereinstimmen muB, die man durch 
Reduktion im H-Strom erhilt; endlich muB diese Cu-Menge, wenn six 
auf das Gewicht der im O-Strom gegliihten Substanz bezogen wird, 
den fiir CuO berechneten Cu-Gehalt von 79,9°, aufweisen. 

Die Versuche, deren Ergebnisse in nachstehender Tabelle V1! 
verzeichnet sind, wurden einmal bei identischer Zucker- und Kupfer- 
konzentration und verschiedenen Kochzeiten ausgefiihrt; weiterhin aber 
bei identischer Zuckerkonzentration und .Kochzeit, bei Variation der 


Kupferkonzentration. 
Tabelle VII. 











~ . ess © : Cu 

In aes S58. 3M Die Substaoz | ——________, 
25 Beez s25% Fat enthalt elo}: ®cc oges H 
ee 34. ase oe asc =zso e- erstellungs- 
>o eane SOEs 2 ar soa ej &=s : 
=e FEOE aV ES £5 = * —| js | see =e weise de: 
SS 88, Bue" 28! | Qol ao S32) S48 S48 — Substanz 

Px Do Tus ‘yu = - c Fe) ’ ‘ 

- , — poe aa Zaz 3S 24s 

& - 8 s % ' & & "lo 


0,1524 0,0081 | 0,725 | 0,9799) 47,5 | 52,5 0,1282 0,127, 79.6) guckersomg 
0,1488 0,0089 | 0,0796 0,0692/ 53.5 46,5 0,1260 0.1253 79,5 (Cuso, me 
0,1562 0,0089 | 0,0796 0.9766) 51,0 49,0 0.1819 0.1312) 79.5 | in 500 ‘ccm 
0,1561 0,0076 0,0680 | 0,0881' 43,6 56.4 0.1308 0.1303! 79,6 ) Kochzeits 


0,1662 0,0161 01440 0.0222 86,7 13,3 0,1456 0.1457) 79,9 | (Wie oben. 
0,1551 0,0151 0.1351 0,0200 87,1 12,9 0,1360 01359 79,9 | SSP.) 


Zucker 4) ng 


30,1378 0.1375 | 79,7 |) Wie ones 


0,1374 01368 79.5 {| Cuso, 


~I 


0,1612 | 0,0113 0.1011 0,0691 62,7. 3 
0,1605 | 0,0115 0.1029 0.0576 64,1 35, 


0.1517 0,0164 0,1467/0,0050 96,7 33 0.1343 0,1340 79,7 | eeepsti a 
0,1514 0,0160 0.1481 0,0083 94,5 5,5 0.1337 0.1837 79,9 | CuSO, 50 g 
pro a com 
0,1509 | 0,0147 0,1315 0.0194 87,2 12,8 0.1326 01321 79,8 | —o 
0,1608 0,0157 0.1405 0.0203 874 126 0.1410 01413 801 | ean $e 
3 
9 
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ie iiberraschende Ubereinstimmung zwischen den berechneten 
nd gefundenen Cu-Mengen macht es zweifellos, daB die oben erwaihnte 
\nnahme richtig war: Wird in einer Reduktionsprobe, die man zur 
Zuckerbestimmung ausfiihrt, CuSO, in gréferer Konzentration ver- 
vendet und langer als vorgeschrieben gekocht, so bildet sich neben rotem 
Ou,O dasselbe braunschwarze CuO, das man im Kupfersulfat-Seignette- 
alz-Laugengemisch, oder auch im Kupfersulfat-Laugengemisch allein 
erhalt. 

Auch 14Bt sich nachweisen, daB an der Bildung des Reaktions- 
produktes CugO und CuO zu wechselnden Anteilen beteiligt sind. 
Wird z. B. nur 3 Minuten lang gekocht, so entsteht weit mehr Cu,O 
als CuO; wird 50 Minuten lang gekocht, entstehen beide ungefahr in 
denselben Mengen. 

Wird die Konzentration des angewendeten CuSQ, variiert, so 
wird bei geringer CuSO,-Konzentration viel Cu,O neben sehr wenig 
(uO gebildet; bei steigender CuSO,-Konzentration nimmt die Menge 
des Cu,O ab, die des CuO zu. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung'des Herrn 
Prof. Paul Hari ausgefiihrt. 





Uber den verschiedenen Schwefelgehalt der Himoglobine 
verschiedenen Ursprungs. 


Von 


Jol4n Valer. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 7.Oktober 1927.) 


Uberblickt man die in nachstehender Tabelle I zusammengestellten 
alteren Daten tiber den Eisengehalt des Himoglobins, wie er von ver. 
schiedenen Autoren (an Blutarten, auf die sich meine Versuche beziehen 
erhalten wurde, so ist es begreiflich, daB die bekannte Theorie iiber 
die Existenz verschiedener Haimoglobine, sowie auch der Begriff der 
spezifischen Sauerstoffkapazitat des Hamoglobins (Sauerstoffkapazitat 
pro 1 g Eisen) entstehen konnten. Auf Grund der auffallend gut iiber- 
einstimmenden Daten, die sich in der unteren Hialfte der Tabeile | 
befinden, konnte es aber keinem Zweifel mehr unterliegen, daB all: 
Hdmoglobine denselben Eisengehalt haben, daher es zwanglaufig an. 
genommen werden muBte, daB alle diesbeziiglich untersuchten Tiere 
dasselbe Hamoglobin in ihren roten Blutkérperchen fiihren. Dies 
mutet auch angesichts der identischen Bestimmung des Hamoglobins 
im Haushalt der verschiedenen Organismen, in der groBen physikalischen 
und chemischen Ahnlichkeit der aus verschiedenen Blutarten dar- 
gestellten Himoglobine als sehr plausibel an. Andererseits ]aBt es sich 
aber nicht verschweigen, daB es auch wenig geklarte Verschiedenheiten 
im Verhalten der Himoglobine verschiedenen Ursprungs (in der 
Wasserléslichkeit, teilweise auch in der Kristallform) gibt; als ganzlich 
ungeklart miissen aber die ebenfalls aus Tabelle I ersichtlichen groBen 
Schwankungen im Schwefelgehalt angesehen werden, wie sie von ve! 
schiedenen Autoren an derselben Tierart bzw. an verschiedenen Tierarten 
gefunden wurden. Diese Verhaltnisse zu kliren, schien eine dankbare 
Aufgabe zu sein, denn es konnte sich ebensogut herausstellen, dai 
obige Diskrepanzen von Analysenfehlern herriihren und die Einheit- 
lichkeit des Himoglobins auch beziiglich seines Schwefelgehaltes siche: 
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vestellt wird; oder aber, daB Unterschiede im Schwefelgehalt sicher 
hestehen, daher auch die Existenz verschiedener Himoglobine zugegeben 


werden muB. 


Simtliche bisher ausgefiihrten 


Schwefelbestimmungen 


wurden 


yravimetrisch ausgefiihrt, und zwar wurde der Schwefel stets nach 
Veraschung des Himoglobins als Ba SO, gewogen. Wenn man bedenkt, 


Tahelle I. 





lierart ve . 
0.47 0.65 Kossel ', 1878 
; | 0,45 0,67 Otto *, 1883 
ane 0,47 0.65 Biicheler ®, 1883 
0,468 0.65 Hiifner*, 1884 
i | 0.43 0.39 Hoppe Seyler °, 1860 
_— | 0,42 0.63 Otto ®, 1883 
Rind 0,40 0,45 Hiifner?, 1886 
| 0,393 0,449 Jitt®, 1895 
Pferd + + 0,43 Schulz *, 1898 
| 0.38 0,42 Abderhalden ™, ‘1903 ' 
Katze 0.35 0.62 Abderhalden ™, 19099 
| 0.336 0.391 | 
Pferd a 0,326 0.362 > Zinofisky ™, 1 S86 
{ 0,336 0.389 } 
| 0,333 0,54 | 3 | 1888 
Hund 0.336 0.57 Jaquet, 1 1890 


| 0,336 
| 0,337 
Hound wae 0,333 


Rind - 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 2, 149, 1878. 

2 Pfliigers Arch. 31, 240, 1883. 

* Jahresb. iiber d. Fortschritte d. Tierchem. 14, 
Dissertation). 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 358, 1884. 
Abderhaldens Biochem. Handlexikon. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 7, 37, 1883. 
Jahresber. iiber d. Fortschritte d. Tierchem. 17, 
Ebendaselbst 25, 128, 1895 (Inaug.-Diss.). 
® Zeitschr. f. physiol. Chem. 24, 449, 1898. 
Ebendaselbst 87, 484, 1903. 
\! Abderhaldens Lehrb. d. physiol. Chem. 1920, 5. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 10, 16, 1886. 
8 Ebendaselbst 12, 285, 1888; 14, 289, 1890. 


- 


= 


4 Arch. f. Anat. u. Physiol. 1894, 8S. 130 bis 175. 
4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 173, 1909. 
6 Ebendaselbst 


136, 147, 1924. 


Hiifner und Jaquet, 1894 
Butterfield ©, 1909 


Haurowitz '®, 1924 


111, 1884 (Inaug.- 


113, 1886. 


743. 
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daB man, um nur etwa 0,2 g BaSO, wagen zu kénnen, von cine, 
1% Schwefel enthaltenden Stoff gegen 3 g veraschen muB, ferner dey 
Schwierigkeiten der Veraschung von Eiweibstoffen eingedenk ist | x, 
muB es als groBer Fortschritt erachtet werden, wenn die Bestimmung 
nach dem von ter Meulen'! angegebenen Verfahren vorgenomme, 
werden kann, das auBer anderen den sehr groBen Vorteil bietet. day 
hierzu weit geringere Substanzmengen geniigen. Um von kleinerey 
Tieren hinreichend groBe Mengen von mehrmals umkristallisiertex, 
Hamoglobin zur Ausfiihrung der alteren Methoden zu erhalten, konnt; 
es bei dem immerhin verlustreichen Kristallisieren und Umkristallisicre, 
oft nicht vermieden werden, daB aus dem Blut verschiedener ‘Tie; 
individuen dargestellte verhaltnismaBig kleine Hamoglobinmenge: 
zum SchluB vereinigt und so analysiert werden muBten, insbesonder 
wenn man mehrere Parallelanalysen ausfiihren wollte, was durchavs 
nétig ist. Zu welchen Fehlern aber die Analyse an Himoglobin fiihre: 
kann, das von verschiedenen Tierindividuen stammt und nicht gesondert 
untersucht wird, ist aus meinen weiter unten am Hundehimoglobiy 
gemachten Erfahrungen zu ersehen. 


Da das ter Meulensche Verfahren an einer wenig zugianglichen Stell: 
mitgeteilt ist, soll es hier kurz, jedoch in allen wesentlichen Einzelheite: 
beschrieben werden; allerdings mit einigen geringfiigigen Anderunge: 
die sich mir als niitzlich erwiesen hatten. 


Das Verfahren beruht auf der Tatsache, daB schwefelhaltige organise! 
Stoffe, in einem Wasserstoffstrom gegliiht, ihren gesamten Schwefel i: 
Form von H,8 an vorgelegte Lauge abgeben, falls fiir einen entsprechende: 
Katalysator dieses Vorgangs gesorgt wird. 


Versetzt man dann die Lauge mit einem abgemessenen Volume: 
einer Jodlésung von bekannter Konzentration, so laBt sich durch Riick 
titration mit Natriumthiosulfat unter Verwendung von Starke als Indikator 
bestimmen, wieviel Jod durch H,S gebunden wurde. 


Die zu untersuchende Substanz wird laut Vorschrift in ein 15 mm langes 
4mm hohes Platinschiffchen eingefiillt, dieses in eine 40 em lange Ver 
brennungsréhre aus durchsichtigem Quarz mit der lichten Weite von | en 
eingebracht; jedoch hat es sich mir, um die Substanz in der Platinschal 
vor vorzeitiger Erwairmung bzw. Zersetzung zu bewahren, als zweckmabi 
erwiesen, ein Rohr von 50 bis 60cm Lange und 141mm lichter Weite zu 
verwenden. Auch habe ich angesichts der Schwefelarmut des Hamoglobins. 
von dem entsprechend gréBere Mengen analysiert werden miiBten, ei: 
60 mm langes und 7mm hohes Platinschaélchen verwenden miissen. 


Nach einer ganzen Anzahl von vorbereitenden Versuchen mit de! 
Methode hinreichend bewandert, konnte ich statt der durchsichtigen, seh: 
kostspieligen Quarzréhre eine zweimal geschmolzene, bloB durchscheinende, 
weit billigere Vitreosilréhre verwenden. 


' H. ter Meulen, Receuil des travaux chimiques des Pays-Bas 41 
4. Serie; 3, Nr. 2, 1922. 
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Das Rohr enthalt gegen das dem Schiffchen abgekehrte Ende zu als 
Katalysator eine etwa 20cm lange Lage aus platiniertem Asbest. Dieses 
wird bereitet, indem Asbest mit einer 10% igen Lésung von Platinchlorid 
wehtrankt, getrocknet, dann gegliiht und im Verbrennungsrohr durch 
Giiihen im Wasserstoffstrom reduziert wird. 

Das das Platinschiffehen beherbergende Ende der Verbrennungsréhre 
steht unter Vermittlung zweier mit KMnO, bzw. Sublimat beschickter 
Wasehflaschen mit einem Wasserstoffentwicklungsapparat (beschickt mit 
senfreiem Zink und Salzséure) in Verbindung, und zwar so, daB die ab- 
‘ihrende Réhre der zweiten Waschflasche durch die Bohrung eines Kork- 
topfens tritt, mit dem das Verbrennungsrohr verschlossen ist. Ein Kork- 
stopfen muB an Stelle eines solchen aus Gummi verwendet werden, da 
iotgterer schwefelhaltige fliichtige Produkte abgeben kénnte. Der Kork 
sopfen wird mit geschmolzenem Paraffin gedichtet. 

An das dem Platinschiffehen abgekehrte Ende des Verbrennungs- 

hres werden 40 cem 10°%iger Natronlauge in einem Kélbchen vorgelegt 
ind dieses an eine Wasserstrahlluftpumpe angeschlossen. 

Der Stopfen, mit dem man das Kélbchen verschlieBt, ist doppelt 
durchbohrt und durch beide Bohrungen sind Glasréhren gesteckt. Das 
Verbrennungsrohr ist an diesem Ende so ausgezogen, daB es mit der nahe 
sum Boden des Kélbchens reichenden Réhre mittels eines Gummischlauch- 
sticks (Glas an Glas) verbunden werden kann. Die andere Réhre ist mit 
der Pumpe verbunden. Ich habe vorsichtshalber stets ein zweites Kélbchen 
angewendet, doch in der Lauge niemals eine Spur H,S nachweisen kénnen, 
das der Bindung durch die Lauge im ersten Kélbchen entgangen wire. 
Das Ansaugen mit der Pumpe geschieht mit einem ganz geringen Unter- 
iruck und hat nur den Zweck, den durch das Platinasbest verursachten 
Widerstand zu iiberwinden. Soll eine Analyse ausgefiihrt werden, so schiebt 
man zundchst das Schiffehen mit der Substanz in das Verbrennungsrohr, 
verschlieBt dieses, stellt die Verbindungen her, setzt die Pumpe in lang- 
samen Gang und 14Bt nun Wasserstoff in langsamem Strome durch den 
\pparat streichen. Sobald alle Luft durch den Wasserstoff verdrangt ist, 
erhitzt man das Platinasbest mittels drei daruntergestellter breiter Bunsen- 
flammen bis zur Rotglut; erhitzt dann allméhlich mit einer solehen 
Flamme denjenigen Teil des Verbrennungsrohres, welcher das Platin- 
schiffehen mit der Substanz enthalt. Der Wasserstoff muB ganz langsam, 
Blase fiir Blase, durch die Lauge perlen. Wenn von schwefelreichen Stoffen 
laut Vorschrift etwa 0,02 g analysiert werden, so ist die Analyse in etwa 
20 Minuten beendet; bei dem von mir untersuchten schwefelarmen Hamo 
globin muBte stets eine halbe Stunde lang gegliiht werden. 

Da die Substanz im Wasserstoffstrom selbstversténdlich nicht ver- 
brennen kann, verbleiben nach jeder Analyse kohlenstoffreiche Reste im 
Schiffehen. Diese miissen, um eine neue Analyse ausfiihren zu kénnen, 


weggeschafft werden, was dadurch mdéglich ist, daB man das Schiffehen 
an seinem Orte belABt und in einem Strome von Luft gliiht. 

An manchen Stoffen sind die kohlenstoffreichen Reste in kiirzester 
Zeit weggebrannt. Eiwei®stoffe, wie auch das von mir untersuchte Haémo- 
globin, blahen sich wahrend des Gliihens im Wasserstoffstrom, auch wenn 
man ganz allmahlich erhitzt, zueiner voluminésen Masse auf, die, aus dem 
Schiffehen hervorquellend, oft einen groBen Teil des Lumens des Ver- 
brennungsrohres einnimmt und hinterher nur schwer und langsam verbrennt. 
Wenn die zu verbrennende organische Substanz auch Metall enthalt, so 
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entstehen wiaihrend des Gliihens Metallsulfide, die den Schwefel a ir 
Wasserstoffstrom nicht abgeben. In solchen Fallen muB nach dem A} 
kiihlen der Rest im Schiffchen mit ein wenig Borax versetzt und ein zweites 
mal im Wasserstrom gegliiht werden. Infolge des oben erwaéhnten Verhalten: 
des Haimoglobins, das das Schiffehen wahrend des Gliihens zum grofe, 
Teile verlaBt, war an das zweite Gliihen mit Borax beim Hamoglobin nici, 
zu denken. (Da hieraus kein Fehler resultieren konnte, wird an eine; 
anderen Stelle gezeigt.) Siehe die nachfolgende Mitteilung von EZ. Kaiser 
in dieser Zeitschrift. 

Nach beendetem Gliihen wird die vorgelegte Lauge mit l0cem ay; 
50cem verdiinnter Salzséure tibersiuert, mit 20cem n/100 Jodlosuny 
versetzt und mit n/100 Natriumthiosulfat zuriicktitriert. 

Fehlanalysen kénnen dadurch erhalten werden, daB sich am Pilatin 
asbest Kohle abgelagert hat. In solchen Fallen, die an den ganz absurde) 
Ergebnissen sofort zu merken sind, mu neu platiniertes -Asbest verwende: 
werden. 

Ehe mit den eigentlichen Versuchen begonnen wurde, habe ich, un 
mich von der hinreichenden Sieherheit in der Handhabung des Apparats 
zu vergewissern, Analysen an selbst dargestelltem, mehrfach umkristalli- 
siertem Cystin ausgefiihrt. Bei dem geringen zu erwartenden Schwefe! 
gehalt des Haimoglobins und bei der Unméglichkeit, gréBere Mengen des 
selben im Quarzrohr zu zersetzen, muBte ich, um vergleichbare Versuchs 
bedingungen zu schaffen, auch entsprechend geringe Cystinmengen, 5 bis 
10 bis 15 mg, verwenden. Diese abzuwigen, war mangels einer Mikrowag 
ein aussichtsloses Unterfangen; daher léste ich eine gréBere Menge Cysti: 
in 10%igem Ammoniak, brachte von dieser Lésung leccm mittels einer 
geeichten Pipette in das Platinschiffchen und trocknete bei 90°C. Di 
Analyse ergab, wie aus nachfolgender Tabelle II hervorgeht, recht b 
friedigende Ergebnisse, so da8B nunmehr mit den eigentlichen Versuche: 
an Hamoglobin begonnen werden konnte. 


Tabelle Il. 








Schwefel 
Cystin - 
omen berechnet gefunden gefunden — bs eo der 

mg mg mg 0/9 ‘ 

45.3 12,08 11,81 26,1 2,23 
15 3,999 3,912 26,1 — 2.17 
15 3,999 3,882 25,9 2.92 
15 3,999 3,935 26,2 1,60 
10 2.666 2.666 26,7 t 0 

10 2.666 2.638 26.4 1,05 
5 1,333 1,366 27.3 + 2,47 
5 33: 1,312 26,2 — 1,57 
5 1,369 27,2 + 2.02 
5 1,366 27,3 + 2,47 
5 1,325 26.6 0,60 
5 1,350 27,1 + 1,27 
5 1,310 26,2 1,72 

Mittelwert : O5 


Oxyhamoglobin wurde in der bekannten Weise aus Blut von 
Pferden, Hunden, Rindern und Katzen dargestellt, mindestens zweima! 
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Tabelle ITI. 
Schwefelbestimmung Eisenbestimmung 
‘ : Um. 
5 => Analysierte Schwefel gefunden Analysierte Eisen gefunden 
e 2” Substanz Substanz kristallisiert 
~ g mg 2 mg 
I 0,252 2,435 0,97 3mal 
0,252 2.397 0.95 
0.250 2.398 0,96 
Mittelwert: 0.96 
il 0,250 2,400 0,96 0,697 2,28 0,327 3mal 
0,252 2.485 0,97 
3 0,250 2,427 0,97 
2 0,252 2.435 0,97 
Mittelwert: 0.97 
Il 0,248 2.416 0,97 0.584 1.95 0,334 3mal 
0,250 2,424 0,97 
Mittelwert: 0.97 
IV 0,247 2,442 0,99 2mal 
I 0,261 1,480 0,57 0,756 45 0,324 3mal 
0,262 1,573 0,60 0.760 2.50 0,330 
0,264 1,613 0.61 ’ 
0,259 1,448 0,56 
0,268 1,510 0.56 
Mittelwert: 0.58 Mittelw. : 0.327 
Il 0,250 1,387 0,55 8 mal 
0,236 1,346 0,57 
0,254 1.518 0,60 
0,252 1,397 0,55 
Mittelwert: 0,57 
Il 0,255 1,443 0.57 0,761 2,44 0,320 3 mal 
0,252 1,426 0,57 0.751 2.44 0,324 
0,254 1,410 0.55 
z 0,252 1.562 0,54 
= Mittelwert: 0.56 Mittelw. : 0,322 
IV 0,250 1,467 0,59 0,580 1.85 0,320 
0,250 1,437 0.57 0,728 2,42 0,345 
Mittelwert: 0.58 Mittelw. : 0.332 
V 0.237 1.366 0.58 8mal 
0,250 1,373 0.55 
Mittelwert: 0,57 
VI 0.250 1.419 0.56 0,753 2 53 0,337 Smal 
0,259 1,504 0,60 
0,250 1,424 0,57 
Mittelwert: 0,58 
VI 0,250 1,166 0,47 3 mal 
0,259 1,163 0,47 
Mittelwert: 0,47 
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Tabelle III (Fortsetzung). 
Schwefelbestimmung Eisenbestimmung 
t 
= &> Analysierte Schwefel gefunden  Analysierte Eisen getunden k 
= 7 Substanz Substanz ristallisier; 
& mg "lo 8 mg 
I 0,250 1,477 0,59 0,752 2,47 0,328 3) 
0,252 1,504 0,60 
0,250 1,408 0.56 
0,250 1,437 0.57 
0,252 1,413 0,56 
Mittelwert: 0,58 
Il 0,250 1,398 0,56 2) 
0,250 1,394 0,56 
0,250 1,501 0.60 
3 0,250 1.501 0,60 
ae 0,255 1,466 0.57 
Mittelwert: 0,58 
Il 0,252 1,483 0,59 0,752 2.51 0,334 3ma 
0,251 1,448 0,58 
Mittelwert: 0,585 
IV 0,250 1,488 0,60 0,621 2,09 0,337 2ma 
0,250 1,453 0,57 
0,261 1,514 0,58 
Mittelwert: 0,58 
I 0,282 2,058 0,73 0,757 2,49 0,330 3ma 
0,249 1,747 0,70 
0,252 1,694 0,67 
0,248 1,682 0,68 
0,248 1,755 0,71 
Mittelwert: 0,70 
I 0,250 1,491 0,60 0,755 2.51 0,332 3ma 
0,250 1,531 0.61 0.574 1,96 0,341 
0,250 1,512 0,60 - 
0,250 1,536 0.61 
0,251 1,576 0,63 
i Mittelwert: 0.61 Mittelw. : 0.337 
= 
= i 0,250 1,413 0,56 0,635 2.07 0,326 | 3mal 
0,250 1,403 0,56 0,755 2.47 0,327 
0,255 1,448 0.57 
0,250 1,438 0,58 
0,250 1,448 0,58 
0,250 1,499 0,60 
0,250 1,398 0.56 
Mittelwert: 0,57 Mittelw. : 0,327 
IV 0,255 1,288 051 0,752 2.50 0,331 3 mal 
0,255 1,297 0.51 0,753 2,51 0,333 
0,25 1,325 0,52 
Mittelwert: 0,51 Mittelw. : 0,332 
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in der Regel dreimal umkristallisiert, jedoch niemals so, daB hierzu 
vereinigtes Blut verschiedener Tierindividuen benutzt worden wire. 
(Schwierigkeiten ergaben sich bloB bei der Darstellung des Rinder- 
hi 
veniigt; die wasserige Lésung des Blutfarbstoffes muBte anteilweise, 
nach jedesmaligem intensiven Kiihlen bis zu einem Gehalt von iiber 
10°, mit Alkohol versetzt werden, um endlich Kristalle zu erhalten.) 


imoglobins, denn die vorgeschriebene Menge Alkohol hatte nicht 


Die so gewonnenen Praparate wurden erst oberflichlich, dann im 
pulverisierten Zustande im Dampftrockenschrank bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und dann nach Tunlichkeit von jedem Priparate 
mehrere Proben parallel analysiert. 


Obzwar die Reinheit der Priparate durch das wiederholte Um- 
kristallisieren hinreichend gesichert erschien, habe ich zum UberfluB 
auch in der groBen Mehrzahl desselben den Eisengehalt nach Will- 
statter’ bestimmt, der, wie hier vorweggenommen werden darf, iiber- 
raschend gut mit den eingangs erwihnten neuen Bestimmungen iiber- 
einstimmte. Von allen Versuchsergebnissen, die in Tabelle 11] zusammen- 
gestellt sind, seien zunachst die vollkommen eindeutigen an Katzen- 
und Rinderhamoglobin erhaltenen Resultate mitgeteilt. 


Katzen- und Rinderhimoglobin. 


Das Uberraschende am Katzen- und Rinderhimoglobin ist der 
yroBe, dabei aber vollstandig sichergestellte Unterschied im Schwefel- 
gehalt an je 4 Exemplaren der betreffenden Tierart. Suchen wir das 
minimale Molekulargewicht aus dem experimentell bestimmten Eisen- 
und Schwefelgehalt zu berechnen, so ergeben sich die minimalen 
Molekulargewichte : 





Minimales Molekulargewicht 


Katzenhimoglobin: 


55,8 . 100 


aus Kisen 0.33 16 900 
,, 6.100 . ? 
aus Schwefel - 8 299 (5. 3299 16 500) 
0,97 
Rinderhamoglobin : 
Kj 55,8 . 100 16 900 
—— 90K 
aus Kisen 0.33 ) 
., 32.100 ‘itatoleie eee on 
aus Schwefel = 5517 (8.5517 16 550) 
0,98 


* Hoppe-Seyler-Thierfelders Handb. d. phys.- u. pathol.-chem. Analyse 
9. Aufl., S. 663. Springer 1924. 
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Daraus ergibt sich also, daB dem Katzenhimoglobin sowohl! wi 
dem Rinderhimoglobin aus dem Eisen berechnet ein minimales 
Molekulargewicht von je 16900 zukommt, wobei aber im ersteren au 
1 Atom Eisen 5 Atome Schwefel entfallen, also FeS,; im zweiten aber 
3 Atome Schwefel, also FeS,. Dann lauten aber die aus dem Schwefe 
berechneten Molekulargewichte: 16500 und 16550, sind also bloB un 


2,5°, kleiner als die aus dem Eisengehalt berechneten. 


Rechnen wir nicht mit dem von mir erhobenen Eisengehalt, sondern 
mit dem Mittelwert der héchst verlaBlichen Daten der in Tabelle | 
zuletzt genannten vier Autoren, also mit 0,334 °, so ergibt sich hieraus 
ein minimales Molekulargewicht von 16707, von dem meine aus dem 
Schwefelgehalt berechneten nur um 1,2°, abweichen, eine Uher-. 
einstimmung, die nichts zu wiinschen iibrig laBt. 


Pferdehimoglobin. 


Bei den sechs ersten von je einem Pferde herstammenden Hi- 
moglobinpraparaten betrug das minimale Molekulargewicht : 





Minimales Molekulargewicht 


55.8 . 100 


aus Eist » 0.330 16 900 
-_ 82. 100 : : 
aus Schwefel 0.57 5614 (3.5614 16 840) 


Also entfallen hier wieder, wie beim Rind, auf 1 Atom Eisen 3 Atome 
Schwefel, also FeS,; es ist das auf dieser Grundlage berechnete 
Molekulargewicht von 16840 bloB um 0,6 °%, kleiner, als das aus meinen 
Eisendaten berechnete, und um denselhen Betrag gréBer, als das aus 
den Literaturdaten berechnete Molekulargewicht. 


Auffallend ist der weit niedrigere’ Schwefelgehalt des siebenten 
von mir untersuchten Pferdehamoglobins; es betrigt hier das minimale 


Molekulargewicht : 





Minimales Molekulargewicht 


82. 100 ee 
aus Schwefel berechnet 6807 


0,47 


Ware an diesem Priparat wie an anderen eine Eisenbestimmung 
vorgenommen worden, was leider nicht der Fall war, so bliebe dieser 
vereinzelte Befund ebenso merkwiirdig wie auch ganz sichergestellt 
Mangels dieser wichtigen Zah| wird man nur sagen kénnen: falls der 
Kisengehalt auch an diesem Praparate 0,33°,, daher das daraus be- 
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recunete minimale Molekulargewicht, wie an den iibrigen Pferde- 
hamoglobinpraparaten 16900 betragen hatte, so wiirde hieraus folgen, 
da8 in diesem Hamoglobin auf 2 Atome Eisen 5 Atome Schwefel ent- 
fallen, also Fe,S,; woraus sich, aus dem Eisen berechnet, als wirk- 
liches Molekulargewicht 33800, Schwefel aber ein solches 
von 34025 errechnen lieBe, also um bloB etwa 0,6°%, mehr. Also hitte 
man es in diesem Falle mit einem Doppelmolekiil zu tun, das in den 
beiden Hamatinkomponenten naturgemaB je ein Eisenatom enthilt, 
wahrend die eisenfreie Komponente durch ein Globinmolekiil gebildet 
wird, das doppelt so groB als gewéhnlich ist und 5 Atome Schwefel 
enthalt. 


aus dem 


Hundehimoglobin. 


Ist das Verhalten des Pferdehimoglobinpriparates Nr. VII an sich 
schon auffallend, so ist dies an den vier von je einem Hunde herriihrenden 
Priparaten noch in weit héherem Grade der Fall Der Schwefelgehalt 
stimmt an keinem einzigen Prdparat mit dem eines anderen iiberein und 
enthalt das schwefelreichste beinahe um die Halfte mehr als das sch wefel- 
armste. 

Am nachsten lag es, an Versuchsfehler zu denken. Es hatte z. B. sein 
kénnen, daB zur Zeit, wo die anderen Hamoglobine untersucht wurden, 
der Apparat in tadelloser Ordnung und auch der Titer der verwendeten 
Jod- und Natriumthiosulfatlésungen tadellos war, bei der Untersuchung 
der Hundehamoglobine aber irgend ein Fehler sich eingeschlichen hat. 
Diese Bedenken lassen sich aber sofort zerstreuen, wenn man an nach- 


folgender Zusammenstellung die chronologische Reihenfolge der vor- 


yenommenen 


Schwefelbestimmungen ins Auge faBt. 


21. bis 23. Marz, Priparat I (Pferd) . O,58 Mittelwert 
24. Marz bis 1. April, (Hund) 0,70°,, 
14. April, i 1 (Katze) 0,96 
8. bis 13. April, II (Pferd). 0.57 ° 
26. April, = II (Katze) 097° 
1. Mai, VII (Pferd). 0,47 ' 
5. Juni, [il (Pferd). 0.56 °, 
6. Juni, = LV (Pferd). 0.58 % 
7. Juni, = V (Pferd). . 0,57% - 
13. Juli, a Il (Hund) . 0,61°, 
18. Juli, IIL/IV (Katze 0,97 0,99 ° 
20. Juli, I (Rind) . 0,58 °,, 
21. Juli, ; IIL (Hund) 057°, 
24. Juli, ia II (Rind) . 0,58 °° = 
25. Juli, VI (Pferd). 0,58 °, - 
8. August, Ill (Rind) 0,85° 
10. August, aS IV (Hund) 0,51 °, 
12. August, IV (Rind) . 0,58 °% si 
14. August, os [IV (Hund) 0,52% - 
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Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich der zur Beurteiliiny 
sehr giinstige Zufall, daB vom Hunde herriihrende Priaparate nich; 
hintereinander analysiert wurden, sondern zeitlich jedesmal zwische) 
solche fielen (z. B. vorher Pferde-, nachher Katzenhamoglobin), dere) 
Schwefelgehalt unanfechtbar richtig festgestellt war. Angesichts 
des tadellosen Funktionierens des Schwefelbestimmungsapparates a; 
den iibrigen Himoglobinen konnten also die merkwiirdigen Ergebniss: 
nicht durch eine fehlerhafte Analyse bedingt sein, wohl aber etwa 
durch Unreinheit der Priparate. Denn es konnte, wenn auch mit 
wenig Wahrscheinlichkeit, angenommen werden, daB gerade Hun 
hamoglobin auch nach wiederholtem Umbkristallisieren von Bei 
mischungen (z. B. durch SerumeiweiBbkérper) verunreinigt ist. Dat 
jedoch auch dies nicht der Fall sein konnte, geht aus den Eisen 
bestimmungen hervor, die an den vier Praparaten untereinander 
hinreichend, in ihrem Mittelwert aber mit den von mir an andere) 
Haimoglobinarten erhaltenen Werten sowohl, wie auch mit den anerkann' 
guten Werten der eingangs erwaihnten Autoren vorziiglich iiberein 
stimmen. Den durchaus verschiedenen Schwefelgehalt der von ver 
schiedenen Hunden herriihrenden Hamoglobine miissen wir daher 
als gegebene Tatsache hinnehmen. Sucht man, wie dies am Katzen 
Rinder- und Pferdehimoglobin geschah, an den Hundehaimoglobinen 
das minimale Molekulargewicht aus dem Schwefelgehalt zu berechnen 
so ergeben sich die folgenden Werte. 


32. 100 


Ire ate | 
Praparat | 0.70 4571, 
32.100 
I] - 5246. 
0.61 
32. 100 
Il - 5614, 
: 0,57 : 
32. 100 
4 6274. 
I\ 0.51 27 


Der am Priaparat III] erhaltene Wert stimmt vollkommen mit dem 
iiberein, der am Pferdehimoglobin, hinreichend gut mit dem, der am 
Rinderhimoglobin erhalten wurde; daher auch hier auf 1 Atom Eise: 
3 Atome Schwefel (also FeS,) entfallen. Beziiglich aller anderer Hunde 
Hamoglobinpriparate ware es meines Erachtens gekiinstelt und nich! 


gerechtfertigt, eine Anzahl von Formeln und hieraus Riesen-Molekiile 


zu errechnen. Weit wahrscheinlicher ist es, anzunehmen, daB im Hunde 
blut zwei oder mehrere Himoglobine enthalten sind, die sich nur 


beziiglich ihres Schwefelgehaltes voneinander unterscheiden, wobe: 


immerhin die Frage offen bleibt, warum dies gerade am Hunde und nicht 
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an den anderen untersuchten Tieren der Fall ist. Dies zu ent 
cheiden, sind in unserem Institute Versuche im Gange, tiber die seiner 


vei berichtet werden soll. 

Als vollkommen sichergestellte Tatsache geht jedoch aus den 
‘ben mitgeteilten Versuchen hervor, daB die Hinheitlichkeit der Hamo- 
lobine verschiedenen Ursprungs, die durch den identischen Eisengehalt 
orgetauscht wurde, nicht besteht. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 


Prof. Paul Hari ausgefihrt. 





Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher. 


Nr. lll. 


Der EinfluB von Milz- und Knochenmarksextrakten 
auf die Blutregeneration nach Blutentzug. 


Von 
Tateyoshi Honda. 
Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Ben 
(Eingegangen am 26. September 1927.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Eine ganze Anzahl von Untersuchungen aus dem Berner Physio 
logischen Institut hatte in bezug auf die Funktionen in Milz und 
Knochenmark Ergebnisse gezeitigt, welche zu dem SchluB fiihren 
daB das Vorhandensein der Milz einen gewissen hemmenden Einflub 
auf die Funktion des Knochenmarks ausiibt. Voraussetzung ist dabei 
daB auf andere gleichzeitig obwaltende Versuchsbedingungen geachtet 
wird, denn die Funktion, die die Grundlage der Untersuchung bildet 
naimlich die Bildung von roten Blutkérperchen, haingt von einer ganzen 
Reihe von Versuchsvariablen ab, so daB nicht unbedingt die Anderung 
einer Variablen eine eindeutig bestimmte Folge zu haben braucht 


Die Tatsachen selbst, auf die hier Bezug genommen wird, sind 
recht umstritten. Es gibt Beobachtungsreihen, deren Ergebniss: 
genau zum umgekehrten Schlusse fiihren. Hier kommen insbesonder: 
die interessanten Arbeiten von Leake! und seinen Mitarbeitern in Be 
tracht. Diese Autoren fanden in Untersuchungen an Hunden und 
Menschen, da8B die kombinierte Darreichung von Knochenmark und 


‘ Chauncey D. Leake, The Journ. of Pharm. and exper. Ther. 22. 
401, 1923. Leake and Evans, Wiskonsin Medical Journ. 22, 1, 1923; 23. 
1, 1924. 
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\Milzextrakt die Animie giinstig beeinfluBt. Es war wegen dieser 
Beobachtungen, daB ich auf Anregung von Prof. Asher die Frage in 
Anvriff nahm, ob eine experimentell herbeigefiihrte Animie giinstig 
becinfluBt wiirde, wenn wahrend der Regenerationsperiode Milz baw. 
Milz und Knochenmark gereicht wird. Die wichtigen Arbeiten der 
Vérzarschen Schule kamen mir erst nach AbschluB meiner Unter- 
swhung zur Kenntnis. 

Als Versuchstiere wahlte ich Kaninchen. Es wurden sechs Tiere 
von gleichem Alter, gleicher Rasse und gleichem Gewicht benutzt. Es 
wurde dafiir gesorgt, daB die Ernahrungsbedingungen bei allen Tieren 
moglichst gleich gehalten wurden. Zwei Kaninchendienten als Kontrolle, 
lie anderen vier erhielten nach dem Blutentzug Knochenmarks- und 
Milzpraparate. Die Eingabe der Praparate wurde so geregelt, daB das 

ine Kaninchen nur Knochenmark, das zweite nur Milztabletten, die 
zwei anderen Knochenmark und Milztabletten zusammen erhielten. Die 
experimentelle Anaimie wurde durch Blutentzug in Morphiumnarkose er- 
zeugt. In der iiblichen Weise wurden unter strenger Asepsis die Carotis 
freigelegt und 30 bis 35 cem Blut entzogen. 3 bis 6 Stunden nach der 
Operation erwachten die Tiere aus der Narkose, bewegten sich munter 
und nahmen die dargebotene Nahrung auf. Das aiuBere Verhalten der 
Tiere wich in nichts von demjenigen normaler milzoperierter Tiere 
ib Der Verlauf der Blutregeneration wurde mit Hilfe von Be- 
stimmungen des Hamoglobingehalts vermittelst des Sahlischen Hamo- 
meters bestimmt. Das Blut wurde zu diesem Zwecke aus der Ohrvene 
entnommen, nachdem das Ohr vorher sorgfaltig rasiert und griindlich 
mit Alkohol und Ather gereinigt und desinfiziert worden war. Als 
Milz- und Knochenmarkspriparate benutzte ich Tabletten von Burroughs 
Welcome & Co. Jede Tablette enthielt 0,324 g Trockensubstanz. Jedes 
Tier erhielt taglich eine Tablette. Diese wurde zuerst in einem kleinen 
Mérser gut zerrieben, im Wasser gelést und dem Tiere per os mittels 
einer Sonde gereicht. 

Die Ergebnisse meiner Versuche teile ich in den nachfolgenden 
sechs Abbildungen und sechs Tabellen mit (Abb. 1 bis 6 und den 
Tabellen 1 bis V1). 

Ich betrachte zunachst einmal die erste Serie der Versuche, be- 
stehend aus dem Kontrolltier Nr. 1, bei welchem nach Blutentzug 
der Verlauf der Regeneration ohne weitere Beeinflussung verfolgt 
wurde, aus Versuchstier Nr. 1, welches nach dem Blutentzug mit 
Knochenmarkstabletten gefiittert wurde, und aus Versuchstier Nr. 2, 
das nach dem Blutentzug mit Milztabletten gefiittert wurde. Man 
sieht, daB beim Normaltier nach verhaltnismaBig kurzer Zeit das Blut 
wieder zur Norm zuriickkehrt. Den Verlauf beim Normaltier habe 
ich zum starkeren Vergleich in die nachfolgenden Kurven eingetragen, 
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Tabelle I. 


Kontrolltier Nr. 1 (grau) 2. Gewicht 2440 g. 





Datum Futter 











Hamoglobin Bemerkunyen 
9. XII. 1926 73 Die Hamoglobinbestim 
wurde mit dem Hamometer 
11. XT 72 von Sahli ausgetihrt 
14. XII. 73 
: Gew ohnlich Fa 
16. XI. 73 
18. XII. 71 
20. X11 73 
31. XH. Blutentzug 33 cem (Koérpergew. 2440 g) 
21. X11 61 83% 
22. XT. 53 72% 
24. XI 59 80% 
-: XIl. h 65 89° 
Gewohnlie 
30, XU. 69 94°, 
8. 1. 1927 73 
71 72 
10. =| 73 
L _Norma/tustand 

S 70} $ ps ; ‘ 

8 S ° 

> s rf 

Soo}-E +4 

Y 


so daB der Tatbestand mit gréBter Deutlichkeit hervortritt. Es zeigt 
sich, daB, verglichen mit dem Kontrolltier, die Regeneration, d. h. div 
Riickkehr zum Normalzustand, nach Fiitterung mit Knochenmarks 
tabletten sehr viel langer dauert. Aber noch viel langer dauert dis 
Regeneration beim Tiere, welches mit Milztabletten gefiittert worden 
war. Ja Abb. 3 zeigt, daB sogar im Anfang bei der Zufuhr von Milz 
tabletten die Regeneration tiberhaupt nicht eintritt; erst nach 3 bir 
4 Tagen beginnt eine Zunahme der roten Blutkérperchen. 


Diese Resultate waren so auffallend und standen so sehr im 
Widerspruch mit den Mitteilungen von Leake, daB ich an die erste 
Versuchsreihe die zweite Versuchsreihe anschloB. Einem als Kontrolltier 
dienenden Kaninchen wurde wiederum ein Blutentzug gemacht und 
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Tabelle 


Il. 


Versuchstier Nr. | (grau) Q. 


Gewicht 


2645 g. 





Jatum 


\i 
\ll 
\Il 
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\ll 
\ll 
\ll 
\ll 
\ll 


NIL. 
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\ll 
\O 


NI. 
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1926 


1927 








Die Hamoglobinbestimmung 
wurde mit dem Hamometer 
von Sahli ausgetihrt 


Knochenmarkstabletten von 
Burroughs Welcome 4 Co., 
jede Tablette 0,324 g trock 
Knochenmark enthaltend 








Futter Hamoglobin 

70 
72 

Gewohanlich 
il 
71 

Blutentzug 33 cem ( Korpergew. 2645 g) 
58 81°, 
54 76%, 
57 80°, 
60 84°. 
64 90°, 

Gewohnlich 1 Knochen- 

2 mniic 

, ‘ markstablette 
67 94° 
69 97% 
71 
71 
70 
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Aormalzu stand (Montro/Mer 
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Tabelle I11. 


Versuchstier Nr. 2 (schwarz) 9. 


Gewicht 2545 g. 

















Datum Futter Hamoglobin Bemerkungen 
14. XI. 1926 12 Die Hamoglobinbestim: 
16. X UL 12 wurde mit dem Hamo 
18. XT Gewohnlich 71 von Sahlé ausgetiihrt 
20. XII 72 
21. XI. Blutentzug 31 cem ( Korpergew. 2545 g) 
21. XU 60 83% a > eeey =e yw g 
7 Re Fro come ¢ o” 
22. XII 90 11% blette 0.324 g ME Se 
23. XII. milz enthaltend 
24. XII. 56 77% 
25. XII. 
26. XII. 
27. XII. 57 79% 
28. XII. 
29. XII. 
30. XII. 61 84% 
31. XIL 
. 2.9 
> = 
3. 1. 64 88% 
"4 73 Gewohnlich a 
6. L. 66 91% 
8 I 
ds. I. 
9. I. 
0. I 68 94%, 
11. I. 
12. I 
13. | 70 97% 
14. I. 
15 I. 
16. I 
17. I 72 
20. I 71 
25 I 72 
L (os a __.________ermalzustand [Nontroiiner 
S Normaveutornd 
S 
'S 
S 6 
2 ‘FURURERVASEAT IST STITI OAT TRRETE 


die Regeneration verfolgt. Den Verlauf dieser Regeneration zeigt «i 


Abb. 4. 


Diesen normalen Regenerationsverlauf habe ich in die Abb. 5 


und 6 zum Vergleich mit eingetragen. Die Abb. 5 und 6 repriisentieren 
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Tabelle 1V. 
Kontrolltier Nr. 2 (grau) 2. Gewicht 2610 ¢. 

datum Futter Hamoglobin Bemerkungen 

1. 1927 = 72 Die Hamoglobinbestimmung 
e | e) 73 wurde mit dem Hamometer 
0 I 3 72 von Sahli ausgetuhrt 
5. | § 73 
7. I ~ 73 
8. I Blutentzug 30 cem (Kérpergew. 2610 g) 
Is ] 65 89%, 
9% | a 63 86% 
1. 1 3 65 89% 
: (I. = 69 94%, 
5. TL. S 73 
8 IL 3 72 
11.0 - 73 
14. IL. 73 
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Abb. 4. 


die beiden Versuchstiere Nr. 3 und 4, bei denen nach dem Blutentzug 
gleichzeitig Knochenmarks- und Milztabletten eingegeben wurden, 
demnach die Versuchsanordnungen von Leake reproduziert worden 
waren. Es geht aus den kurvenmaBigen Tabellen sowie aus den Proto- 
kollen deutlich hervor, daB auch bei der Doppeldarreichung von 
Knochenmarks- und Milztabletten die Blutregeneration ganz wesentlich 
verzégert ist, und ganz deutlich sieht man, Versuch Abb. 6, daB im 
allerersten Anfang tiberhaupt keine Regeneration eintritt, wahrend 
sie beim Kontrolltier sofort eintritt. Im Bilde dieser letzteren Versuchs- 
reihe iiberwiegt offenbar der EinfluB der Milz. 

Die von mir gefundenen Tatsachen lassen keinen anderen SchluB 
zu, als daB unter der Einwirkung von Knochenmark und Milz allein, 
sowie unter der doppelten Einwirkung der beiden Praparate die Blut- 


regeneration verzégert ist. Bei genauem Zusehen zeigt sich, daB an- 


scheinend der verzégernde EinfluB des Milzpraparats der gréBere ist. 
ie Tatsachen lassen jedenfalls die Deutung zu, daB inden Milzpraparaten 
ein Etwas ist, welches die blutbildende Funktion des Knochenmarks 
in irgend einer Weise hemmend beeinfluBt. 


Somit besteht im Lichte 
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Tabelle V. 
Versuchstier Nr. 3 (grau) 2. Gewicht 2820 g. 
Datum Futter Hamoglobin Bemerkungen 

20. I. 1927 < 70 Die Hamoglobinbestimmun, 
22. | | P = 71 wurde mit dem Ham 

om. 1. = = 70 von Sahli ausgefihrt 
27. I. | 2 | 70 

28. | Blutentzug 35 cem (horpergew. 2820 g) 

a8, I 66 94% Knochenmarks- und \ 
29. I 64 91% tabletten von Burroughs 
30. | Welcome & Co., jede Ta 

blette 0,324 g  trocker 

31. 1. 59 84% Knochenmark (bzw. Schaf 

1. I. milz) enthaltend 

2. Il 

3.11 61 87% 

4. Il. 

5. UL. 

6. 1 z 

7. U1. zx 63 90% 

8. I. . r 2 

9.11 2 2 2 

10. 1 = A F 63 90%, 

as... s F = 

12. I. = a 

13. 1 R 

14. I. _ 65 92% 

15. 

16. II. 
17. I, 67 95% 

18. TI. 

19. I. 
20. I. 
21. I 70 
24. II. 71 
27. Il. 70 
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Abb. 5. 
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Tabelle V1. 
Versuchstier Nr. 4 (schwarz) 2. Gewicht 2630 ¢. 
— tum Futter Hamoglobin Bemerkungen 
1927 - 70 Die Hamoglobinbestimmung 
Q e i wurde mit dem Hamometer 
I bat ‘1 von Sahli ausgetuhbrt 
5. | “‘o 71 
4 71 
RB. | Blutentzug 30 cem (Korpergew. 2630 g) 
IS 65 91°, Knochenmarks: und Milz- 
a ies tabletten von Burroughs- 
‘ 99 | 95 380% Welcome & Co., jede Tas 
I blette 0,324 g trockenes 
, Knochenmark (bzw. Schafs 
I 25 80% milz) enthaltend 
| 
2.11 
I] 60 84% 
$1] 
TI S 
6.11 = 
U = . g 62 87%, 
= a = 
ST = . = 
II S 5 = 65 91° 
= =. 0 
il A - 
= 12.1]. ~=d 
. I 
14. 1] 67 94% 
1 
16. I 
7.0 70 98°, 
IS. I 
(9. HI 71 
24. 0 71 
27. 11 70 
0 ————— — en 
Namalzustand (Montro//er) | 
ee ee ee ee ee ee ee sh LLP 
= ; seas 
$ Normalzustang 
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S048 
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meiner Erfahrung, die im Gegensatz zu derjenigen von Leake ste} 
von der Berner Schule vertretene Lehre zu Recht, daB die Milz 
hemmenden EinfluB auf die blutkérperchenbildende Funktio: 
Knochenmarks ausiibt. Méglicherweise beruht der Untersehir 
der Erfahrung auf dem gewahlten Versuchstier. Meine Beobachtuny, 


i 


sind am Kaninchen gemacht worden, und am Kaninchen hat Nak, 
seine friiheren entscheidenden Beweise fiir die hier vertretene Leh; 
erbracht. 

ZusammengefaBt, ist der Inhalt der vorstehenden Arbeit der nac| 
folgende: 

1. Im Vergleich zu Normaltieren regeneriert ein Kaninchen nac} 
Blutentzug das Blut viel langsamer, wenn Milz- oder Knochenmark: 
praparate oder gleichzeitig Milz- und Knochenmarkspraparate gereich' 
werden. 

2. Die Milz scheint dabei den starker verzégernden EinfluB au: 
zuiiben. 


3. Das gewonnene Resultat besagt, daB am Kaninchen die Mil 
einen hemmenden EinfluB auf das Knochenmark ausiiben kann, ein 
Lehre, die durch zahlreiche Arbeiten des Berner Physiologischen 
Instituts gesichert ist. 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 
Von 
Leon Asher. 
Nr. 112. 
Untersuchungen iiber den Eisenstoffwechsel 
yor und nach Milzexstirpation bei Tieren mit gut ausgebildeter 
Uberkompensation. 
Von 
Fritz Neuensehwander, 
Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. 
(Eingegangen am 26. September 1927.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 
Einleitung. 

Die Beziehungen zwischen Milz und Eisenstoffwechsel sind, nachdem 

durch die Ashersche Schule deren Untersuchung vermittelst exakter 

Kisenstoffwechselversuche gemacht worden ist, mehrmals bearbeitet 

worden. Die erhaltenen Resultate sind nicht einheitlicher Natur 

Es sind folgende Beziehungen beobachtet worden 

In einer Reihe von Arbeiten wurde eine Steigerung der Eisen- 

ausscheidung der Milz gefunden, und es wurden auch die Bedingungen ‘ 


klargelegt, von denen die Vermehrung der Eisenausscheidung nach 
Entmilzung abhingen sollten. Auf diesen Tatsachen griindete sich in 
erster Linie, aber nicht ausschlieBlich, die Lehre von der Rolle der Milz 
fiir den Eisenstoffwechsel. Sie braucht sich deshalb nicht ausschlieBlich 
auf die Eisenstoffwechselversuche zu stiitzen, weil es auch andere 
Arten der Untersuchung des Eisenstoffwechsels gibt, z. B. diejenigen 
von Chevallier!, aus denen gleichfalls die Beteiligung der Milz am Eisen- 


' Chevallier, Presse méd. 31, 691, 1923; Arch. f. pathol. Anat. u. Phys. 
217, 358, 1914. 
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stoffwechsel hervorgeht. Einige Arbeiten finden zwar auch eine \ er. 
mehrung der Eisenausscheidung nach der Entmilzung. Sie beziv )e) 
dieselbe nicht nur auf den Ausfall bei einer eisenregulierenden }\ ily 
funktion, sondern auch auf sekundare Folgen der Milzexstirpat ion 
Insbesondere gilt dies von der Ratte, bei welcher nach Lauda! cin 
perniziése und infektiése Animie vorkommen soll. Andere Arbeite; 
wiederum, darunter auch einige aus dem bernischen physiologischey 
Institut, finden nach der Entmilzung keine wesentliche Verandering 
im Eisenstoffwechsel. Nur ein einziger Autor, Jrger?, findet eine wn 
gewohnlich groBbe Verminderung Eisenausscheidung nach der Ent 
milzung. 


Wenn wir von der letztgenannten Arbeit absehen, so sind dir 
Widerspriiche nicht so groBe, als es den Anschein hat. Im Vordergruncd 
der Physiologie der Milz steht die immer noch nicht hinreichend ge 
wiirdigte Tatsache der auBergewoéhnlich groBben Kompensationsfahigkeit 
iiber welche der Organismus gerade hinsichtlich der Milz verfiigt. Eine 
sehr groBe Reihe von Arbeiten aus dem bernischen physiologischen 
Institut hat die Kompensation bei Ausfall der Milz exakt bewiesen 
Zuletzt hat dies Scheinfinkel® gezeigt. Auch wird vom morphologischen 
Standpunkt aus die Lehre von der Kompensation der Milzfunktion 
leicht verstandlich, wenn man sich der Aschoffschen Lehre vom reticulo 
endothelialen System, von dem die Milz nur ein Teil ist, anschliebt 
Wir wollen also von dem Standpunkt ausgehen, daB eine Steigerung 
des Eisenstoffwechsels nicht einzutreten braucht, wenn es sich um 
einen Organismus handelt, der sehr rasch die ausfallende Milz fiir den 
Kisenstoffwechsel kompensieren kann. EKinen solchen Organismus 
kennen wir jetzt genau aus der vorher genannten Arbeit von Schein 
finkel. 

Scheinfinkel zeigte nimlich, daB beim Meerschweinchen schon 
3 Tage nach Milzexstirpation der Ejsengehalt der Leber gegeniiber 
der Norm um 60°), gesteigert war. Bedenkt man nun die GréBe der 
Leber, so geht aus diesem Zahlenverhaltnis klar hervor, daB nicht 
bloB eine Kompensation, sondern vermutlich auch eine Uberkompen- 
sation stattgefunden hat, wie wir dieselbe auch auf anderen biologischen 
Gebieten kennen. Auch werden Meerschweinchen nach Milzexstirpation 
nicht anamisch, was sich ja vorziiglich aus der nachgewiesenen Kompen- 
sation durch die Leber erklirt. 


! FE. Lauda, Klin. Wochenschr. 4, 1587, 1925; Wien. Arch. f. inn. Med. 
11, 293, 1925; Virchows Arch. 258, 529, 1925. 
2 Irger, diese Zeitschr. 169, 417, 1926. 
Scheinfinkel, ebendaselbst 176, 348, 1926. 
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Der geschilderte Tatbestand war die Ursache, daB ich auf An- 


reeung von Prof. Asher den Eisenstoffwechsel des Meerschweinchens. 
als Typus gut und rasch kompensierender Tiere, vor und nach der 
Milzexstirpation untersuchte. Der Gedankengang der Arbeit war 
der daB bei dieser Art Tiere voraussichtlich die Entfernung der Milz 
nicht zu einer gesteigerten Eisenausscheidung fiihren wiirde. Dazu 
karn noch die Kenntnis, daB diese Tiere nach den bisherigen Erfahrungen 
des bernischen physiologischen Instituts nach der Milzexstirpation 
nicht anaémisch werden. Ob diese Voraussetzungen zutreffen, mubte 
lerdings die experimentelle Untersuchung entscheiden 


Methodik. 


Der erste Teil meiner Arbeit beschaftigte sich mit dem Eisenstoft 
wechsel von normalen Meerschweinchen. Ist schon die Untersuchung des 
Kisenstoffwechsels von gréBeren Lebewesen, wie Menschen und Hund, mit 
erheblichen Schwierigkeiten behaftet, um so mehr an so kleinen Tieren 
wie Meerschweinchen, iiber deren Eisenstoffwechsel, soweit die Literatur 
mgangig ist, keine Stoffwechseluntersuchungen  vorliegen. Derartige 
Untersuchungen sind médglich geworden, seitdem man die theoretisch 
gut begriindete, bei exakter Ausfiihrung zuverlassig arbeitende, Methode 
von Kugelmass' besitzt. Diese erwies sich in den Handen von Tominaga® 
ind Scheinfinkel gerade fiir Stoffwechseluntersuchungen sehr brauchbar. 
Im wesentlichen verfolgte ich die Methodik der Eisenstoffwechselunter 
suchungen, wie sie in den beiden genannten Arbeiten beschrieben ist. 
Daher werde ich an dieser Stelle nur die geringen Modifikationen beschreiben. 
lie ich im Laufe der Arbeit als niitzlich gefunden habe. 

1. Das Trocknen des Kotes geschah in einer Porzellanschale obi 
vorherige, von Nakayama®*® angegebene Hinzufiigung von destilliertem 
Wasser und etwas reinster Schwefelsiure. Durch Anwendung beide: 
Methoden habe ich herausgefunden, daB meine Modifikation viel weniger 
zeitraubend ist und nichts zu wiinschen tibrig laBt, was die CGenauigkeit 
der Analyse anbelangt. 


2. Das Zentrifugieren nach Hinzufiigung von Rhodanammonium 
erachte ich als unnétig. Hauptsache ist ein gutes Schiitteln, damit samt 
liches Eisen von Isoamylalkohol festgehalten wird. Die Resultate mit 
Zentrifugieren und ohne Zentrifugieren stimmten vollstandig iiberein, 
so daB auch diese Modifikation wegen Zeitersparnis zu empfehlen ist. 

Die gréBte Schwierigkeit lag aber in der technischen Anordnung det 
Aufbewahrung der Tiere, der Ernahrung derselben und dem quantitativen 
Auffangen des Kotes. Das Allerwesentlichste war bei Anwendung einet 
subtilen Mikromethode die Verhiitung des Hineinkommens  kleinster 
Mengen von Eisen aus dem Stoffwechselkafig. Aus diesem Grunde mubten 
neue Stoffwechselkafige fiir diese Zwecke konstruiert werden. Die Kon- 


1 M.J. Kugelmass, Extrait du bull. de la Soc. de Chim. Biol. 4, 1577, 
1922. 
2 Y. Tominaga, diese Zeitschr. 156, 418, 1925. 
* Nakayama, ebendaselbst 151, 120, 1924. 
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struktion, welche sich als brauchbar erwies und die meines Erachtens ge I 
Verunreinigung mit Eisen ausschloB., war die nachfolgende: su 





Abb. 1 
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Hauptbestandteil des Kafigs ist eine umgekehrte Glasflasche, de: 
Boden abgesprengt wurde. In diese Flasche kommt als erstes eine fe 
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‘hte Porzellanplatte von etwa 7cm Durchmesser. Darauf wird ein 
purem Glas von mir entworfenes Gestell, sogenannter ,,Rost“, gestellt 
ere Beschreibung siehe nachfolgende Zeichnung), worauf die Ticre 
vesetzt werden. Den Abschlu8 des Kéfigs nach oben bildet ein Deckel aus 
Holz, der eine Verunreinigung aus der Umgebung verhindert. Durch dicse 


Konstruktion ist eine Verunreinigung mit Eisen total ausgeschlossen, unc 
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Abb. 3 und 4. 


ler Kafig ist fiir ein Meerschweinchen von etwa 500 bis 1000 g¢ Gewicht 
solid genug gebaut, so daB sich das Tier ohne Gefahr viele Tage lang darin 
bewegen kann. Der Kot fallt durch das Gitter auf die Porzellanplatte und 
kann dort aufgefangen und sofort zur Analyse verwendet werden. Der 
Harn flieBt durch die feingelochte Platte in einen unter den K§afig ge- 
stellten Behalter. Zur besseren Illustration machte ich photographische 
Aufnahmen (s. Abb. 1 und 2). 

Ich méchte diese Kafige als Prdzisionsstoffwechselkdfige fiir Mineral- 
stoffwechsel bezeichnen. 

Die weitere Schwierigkeit, die zu iiberwinden war, war die Ernaihrung 
der Tiere. Bekanntlich sind Meerschweinchen sehr diffizil ihrer Nahrung 
gegeniiber, es gelingt nicht, wie bei anderen Tieren, eine beliebige Nahrung 
aufzuzwingen, vorausgesetzt, daB man sie in gutem Zustande behalten 
will. Namentlich ist es schwierig, ihnen die eisenfreie Nahrung aufzu 
zwingen, welche beim Hunde verhaéltnisma&Big lange ertragen wird. Bei 
dieser ersten Arbeit iiber den Ejisenstoffwechsel des Meerschweinchen= 
muBte ich auf eisenfreie Nahrung verzichten, und, was ein schwacher Punk 
bei dieser Arbeit ist, eine verhaltnismaBig arme Nahrung den Tieren 
reichen. Ich habe versucht, Vorkehrungen zu treffen, daB der Umstand, 
daB die Nahrung méglichst eisenfrei sein sollte, kompensiert wiirde durch 
méglichste Konstanterhaltung der Nahrung so daB alle Vergleiche unte: 
annahernd denselben Bedingungen stattfanden. Es folgt nun die Be- 
schreibung der Nahrung, deren Menge und Gehalt an Eisen und das Auf- 
fangen des Kotes im Kafig. 

Die Nahrung bestand aus: 

1. etwa 40g roten Riiben 0,4044 mg Eisen, 
2. ,, 30g Hafer = 0.7305 _ ,, » und etwas Heu. 


30* 
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Der Hafer befand sich in dem von mir vorher beschriebenen glas: 
Behalter, der mit dem Glasrost verschmolzen wurde. Die Riiben 
ich auf den Rost selber und zweimal taglich nahm ich die Tiere aus 
Kafig, um sie in einem eisenfreien Behalter noch mit etwas Heu zu fiit: 
Der darin entstandene Kot wurde sorgfaltig gereinigt und in den »: 
wechselkafig zuriickgetan, so daf nichts davon verloren ging. Der au! 
Porzellanplatte befindliche Kot wurde mittels einer hélzernen Pir 
herausgenommen und von zufallig heruntergefallenen Haferkérnern 
kleinen Riibenteilchen befreit und vollstandig gereinigt auf das Dauer! 
vesetzt. 


Erster Teil. 


Im Anfang, als ich noch die Versuche mit eisenfreier Nahruny 
machte, die ich aber abbrechen muBte, weil die Tiere zugrunde ging: 
konnten recht beachtenswerte Erfahrungen bei diesen Tieren gemac})' 
werden, Es zeigte sich namlich eine abnorm groBe Eisenausscheiduny 
die sich mit der Verschlechterung des Zustandes der Tiere erhdht: 


Diese Tatsache geht aus den nachfolgenden Pyotokollen hervor 





Tabelle 1. 
¥ » et 
| oe Lo 2 ee 
$52 66 EF: z eye a2 
Datum “3¢ £§ eee 2 5= 2 0 4 Bemerkunger 
f2. 83 | $e = | se 3 i % 
VS ne = ae = 
1927 g mg mg mg mg mg 2 
Meerschweinchen Nr. 1, co’. Vor der Entmilzung. 
4.—5. V. 1,270 |0,1714 0,0857 0.3895 221) = Von Anfang mit 
cisenarmer 
6.V. 1.240 | 0.1612 0.1612 0,7328 Nahrung ge 
7.8. V. 1,320 0,2508 0,1254 0.2462 0.5700 1.2702 a 
9. V. 0,957 | 0,4400 0.4400 2.2000 200 
10. V. 1,745 |0,4188 0.4188 2.4587 170 | Grobe Gewichts 
: abnahme 
12. V. +. Sektion zeigt keine sichere Todesursache 
Meerschweinchen Nr. 2, oc’. Vor der Entmilzung. 
5.—8. V. | 1,145 | 0,2175 | 0,0543 0,2585 210 Von Anfang mi: 
- - eisenarmer 
9. V. 0,480 | 0,0860 0.0860 0,4095 Nahrung ge 
10. V. 0,658  0,3421 | 0,3421 1,7538 io | 
11. V. 0,747 | 0,3884 0.3884 03159 1.9918 1,7358 - 
12. V. 0,753 | 0.4066 0,4066 2,2589 180 
13. V. 0,877 | 0.5612 0.5612 3,1166 
14.—15. V.|| 1,185 | 0.7465 0.3732 2.3620 158! 
20. V. } Operation 
21. V.|| +. Sektion zeigt keine sichere Todesursache 
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Kisenstoffwechsel vor und nach Milzexstirpation. 


ie Erklarung fiir die vergréBerte Eisenausscheidung bei diesen 
lieren ist keine ganz einfache. Es liegt kein Anhaltspunkt dafiir vor. 
laS es sich um eine Form der Animie handelt, bei der taglich eine 


vrobe Menge roter Blutkérperchen zugrunde gehen. In erster Linie 

<heint mir an die schon von GroBenbacher' und Zimmermann? ver- 

iretene Auffassung angekniipft werden zu miissen, daB gesteigerter 

Zellzerfall von einer vermehrten Eisenausscheidung begleitet ist, selbst 
nn, wenn die Milz im Organismus vorhanden ist. 

Meine Hauptversuche sind an drei Tieren, die in vollstandigem 
Wohlbefinden untersucht wurden, gemacht worden. Die Tiere hatten 
ein Kérpergewicht von: Nr.3 = 504g, Nr.4 = 510g und Nr.5 = 390g. 
Bei diesen drei Tieren habe ich zuerst den normalen Eisenstoffwechsel 
intersucht. Das Ergebnis dieser Untersuchungen gebe ich in den nach- 
folgenden Tabellen 


Tabelle 11. 





* 
22 gf #3. t 25 F es 
te re 2 2 2 
Datum Es 3 $e = $c = 2% 
~e ae = a = 
1927 g mg ing mg mg mg & 
Meerschweinchen Nr. 3, co. Vor der Entmilzung. 
24. \ 1 320 0,8976 0.8976 1,7809 D04 
2 26. \ 7,900 3,1600 1,5800 3.1349 
ao A 8,045 =1,7296 = -:1,7296 3.4317 
8.—29. \ 14,394 2.3030 11515 14821 2.2847 28415 505 
3O. Y:. 6,810 1.3960 1.3060 2.5912 
31. V. 8,570 1,9282 1,9282 83,8259 504 
1. VI. Operation 
Nach Entmilzung. 
2. VL 5.795 1.4777 1,4777 3,1229 473 
3. VI. 5,835 1.0503 1.0503 - 2.2226 
4—5. VI. 14,000 2.5900 | 1,2500 2.6541 
6. VL. 8,100 1.2555 1.2555 12382 26533 2.5784 
7. VI. 7,461 1.1564 1,1564 2.3649 489 
8. VI. 9,408 1,3212 1,3212 2.7018 
9. VI. 7,784 1.1604 1,1604 2.3728 487 
10. VI. 6,498 1,2346 1,2346 2.5351 


1 Grossenbacher, diese Zeitschr. 17, 78, 1909. 


2 Zimmermann, ebendaselbst 17, 297, 1909, 
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Tabelle ITI. 
ee g% | BE t &2 : ae 
gif G2 des & far & BB 
G46 § = £ —& 
Datum He a8 fo Z Se é 3 4 Bemerkunge: 
1927 8 mg mg mg mg mg ry 
Meerschweinchen Nr. 4, o. Vor der Entmilzung. 
25.—26. V. 8,600 1,9918 0,9950 1,9509 510 
27. V. 6,965 1,7402 1,7402 3,4117 -- 
28.—29. V. 10,698 1,5512/0,7756 — 1,5408 49) 
30. V. 8,093 1,3758 | 1,8758 1,2889/ 2.7795 24977, — 
31. V. 7,309 1,4983 | 1,4983 83,1149 481 
1. VI. 6,593  1,3168 | 1,3168 2,7336 
2. VI. 4,630 | 0.9360 | 0.9360 - 19480 — 
Nach Entmilzung. 
4.—5. VI. 7,493 1,7580,0,87909 — 1,8087 
6. VI. 5,900 1,1800 1,1800 — 2.6517 445 
7. VI. 5,296 0,8208 0.8208 1,8427 
8. VI. 5,310 0,9292 0,9292 1,0289 2.0880 2.2571 
9. VI. 4,505 0,9911 | 0.9911 — |2,1735 456 
10. VI. 5,223 1,0188 1,01838 - 2.2331 
13. VI. 5,865 1.3489 13489 — 3,089 448 
15. VI. ° . Hamoglobin 77 


Es zeigt sich, daB die durchschnittliche Eisenausscheidung folgen«: 
war: Beim ersten Tier 1,432] mg pro die = 2,8415 mg pro Kilogramm 
Kérpergewicht gerechnet. Die analogen Zahlen bei den anderen 
Meerschweinchen sind: Zweites Tier 1,2339 = 2,4977 mg; drittes Tier 
1,0070 = 2.8776 mg. Die durchschnittliche Eisenausscheidung ist also 
annihernd konstant. 


Es ist nicht ohne Interesse, diese Zahlen mit den an anderen 
Lebewesen gewonnenen Erfahrungen der Eisenausscheidung zu ver 
gleichen. Beim Menschen sind je nach der Ernahrung die in Kot 
ausgeschiedenen Eisenmengen wechselnd. So fand v. Wendé! bei 
tiglicher Einnahme von 8mg Eisen 8mg Eisen im Kot. Bei 
Aufnahme von 111 mg Eisen in der Nahrung 48mg im Kot. In 
Versuchen am Hund von Grossenbacher und Zimmermann wurden 


? Skandinavisches Handb. f. Physiol. 17, 287, 1905. 
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Tabelle IV. 












| 





22 £8 | SE § &= A 
ari ar ge.) gi | 
' 25 : e& evs 3 bes 2 > 
Datum Ovs Zc ee x cha 2 6 8 Bemerkungen 
S| st $3 z | 32 = | ¥& 
= “co a & = 
1927 mg mg mg mg mg Z 








Meerschweinchen Nr. 5, o. Vor der Entmilzung. 


5-26. V. | 4,660 | 1,4912/0,7456; — |1,9117; — | 390 
27. V. 6,985 | 1,5367 1,5367 (3,9384 — _ 
2829. V. 7,025 | 1,5102 0,7551; — (203583 — 871 
30. V. 4,080 | 1,2240 1,2240 3,2991, — — 
31. V. 5,228 | 1,2808 1.2808; — (|38233 — 3835 
1. VI. | 2,576 | 0.5904 | 0,5904 10070 1.7624 287768 — 
2. VI. 4,890 1467014670 — 43791 — — 
3. VI. 3,885 0,6604/0,6604 — 18447 — 3858 
4—5. VI. 9,201 | 1,7540/0,8770 — (24497 — 
6. VI. 5,743 1,0624/1,0624 — 29676 — 
7. VI. 4,621 0.8779 | 0.8779 23727 — | 370 


Operation 





Nach Entmilzung. 





12. VI. 1,905 | 1,5811/1,5811' — (| 4,8319 365 
13. VI. | 6,182 2,3491 2.3491 —  6,5253 - 
14. VI. 4,970 1,3419 1,419 15608 3.7483 4.2785 358 
15. VI. 6,920 1,5570 | 1,5570 4,3491 Himogiobia 75 
16. VI. 6,700 1.4070 14070 — 93,7026) - 380 


VI. 1,1289 1,1289 2,9840 





6,641 





17. 











durchschnittlich 9,3mg Eisen gefunden. Im Vergleich hierzu ist, 
auf das Kérpergewicht berechnet, die Eisenausscheidung beim Meer- 
schweinchen eine recht erhebliche. In Betracht zu ziehen ist hierbei, 
daB es sich um einen Pflanzenfresser handelt. Nachdem ich bei 
obengenannter Ernaihrung geniigende Erfahrungen gesammelt hatte, 
versuchte ich, beim dritten Tiere wahrend kurzer Zeit eine eisen- 
arme Nahrung zu geben. Sie bestand in 40g roten Riiben. Eine 
Beschreibung und Tabelle folgt spiater. 

Ich schritt jetzt zur Exstirpation der Milz. Sie geschah in langst 
bekannter Weise méglichst aseptisch und ohne Blutverlust. Alle Tiere 
heilten per primam, und nach einem Tage konnten sie zur weiteren 
Untersuchung gebracht werden. 
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Die Ergebnisse des Eisenstoffwechsels nach der Milzexstirpation. 


Meine Erfahrungen an den drei von mir benutzten Tieren lass, 
sich in zwei voneinander verschiedene Gruppen einteilen. Die ¢i)y 
besteht aus den Tieren Nr. 3 und 4, waihrend die andere Gruppe vo. 
Tier Nr. 5 gebildet wird. Ich verweise auf die betreffenden Ergebniss; 
in den friiheren Tabellen I1, I1T und IV. Was das Meerschweinchen Ny 3 
anbelangt, so hat es im Durchschnitt vor der Entmilzung 1,432] my 
Eisen ausgeschieden. Nach der Entmilzung betrug der durchschnittlic}y 
Wert der Eisenausscheidung im Kot 1,2382 mg. Es handelt sich demnac! 
um eine kleine Abnahme der Eisenausscheidung. Berechnet may 
dieselbe pro Kilo Kérpergewicht, so zeigt sich eine Ausscheidung vou 
2,84 mg im Durchschnitt und nach der Entmilzung 2,58 mg. Lis 
Unterschiede sind nicht so groB, daB man nicht davon sprechen kénn': 
daB praktisch die Eisenausscheidung vor und nach der Entmilzuny 
bei diesen beiden Tieren annahernd gleich sind. Anders ist das Ve 
halten des Tieres Nr. 5. Bei diesem Tiere betragt die durchschnittlich: 
Kisenausscheidung 1,0070mg. Nach der Entmilzung ist die tiglich 
Eisenausscheidung deutlich gréBer. Jeder einzelne Tag zeigt héher 
Eisenwerte als vor der Entmilzung, und zwar betragt diese Zahl 1.5605 
bzw. 4.2735 mg. 


Bei diesem Tiere lage eine Bestatigung derjenigen Befunde vor 
wo die Entfernung der Milz zu einer gesteigerten Eisenausscheiduny 
fiihrt. Dieses Versuchstier wire eine Bestatigung der Lehre von dem 
Anteil der Milz am Eisenstoffwechsel, beurteilt nach der Eisenaus 
scheidung im Kot. Da aber, ganz abgesehen von den Erfahrungen 
anderer Autoren, ich bei den anderen Tieren die Steigerung nicht ge 
funden, sondern eine, wenn auch geringe Verminderung beobachtet 
habe, so muBte untersucht werden, ob nicht bei diesem Versuchstiecr 
Bedingungen vorhanden seien, welche die vermehrte Eisenausscheidung 
veranlaBten, ohne daB dieselben eine unmittelbare Folge des Anteils 
der Milz am Eisenstoffwechsel wire. In erster Linie muBte untersucht 
werden, ob nicht dieses Versuchstier, verglichen mit einem anderen 
infolge einer gréBeren Zerstérung von roten Blutkérperchen animisch 
sei. Um diese Frage zu entscheiden, habe ich bei Meerschweinchen 
Nr. 4 und 5, welch letzteres der ersten Gruppe angehért, mit Hilfe von 
Sahlis Himoglobinometer das Hamoglobin bestimmt. Es ergab sic) 
bei Meerschweinchen Nr.5 ein Hamoglobingehalt von 75 und bei Meer 
schweinchen Nr. 4 von 77. Beide sind normal und daher liegt ersten 
kein Unterschied im Hamoglobingehalt der beiden in bezug auf Eisen 
ausscheidung verschiedenen Tiere vor, noch ist zweitens tiberhaup! 
eine Animie infolge der Milzexstirpation aufgetreten. Diese fiir Meer 
schweinchen giiltige Tatsache hat schon Scheinfinkel hervorgehoben 
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{-orschweinchen Nr. 5 war im gleichen Wohlbefinden wie Nr. 3 und 4 
und erhielt sich, wie aus dem Gleichbleiben des Kérpergewichtes hervor 
sehr gut. Die Nahrung war die gleiche 
Aus allen diesen Griinden glaube ich, daB die plausibelste Er 
klarung fiir die gesteigerte Eisenausscheidung in diesem Falle das 
Fehlen der Milz sei. Dieser SchluB gilt vorerst natirlich nur fiir die 
Hauer meiner Beobachtungsperiode. 

Aber auch das Verhalten der Eisenausscheidung bei den anderen 
Tieren laBt sich natiirlich und zwanglos erkliren, ohne daB ein Wider 
spruch mit der Lehre entsteht, da8 die Milz einen Anteil ander Regulation 
des Eisenstoffwechsels habe. Der Ausgangspunkt meiner Arbeit wat 
liese Feststellung der auBerordentlichen Raschheit, mit welcher gerac: 
Meerschweinchen den Ausfall der eisenregulierenden Milzfunktion 
veiven, denn der Eisengehalt der Leber hat sich schon am dritten Tage 
nach der Milzexstirpation um 60°, vermehrt. Dieser Sachverhalt 
lehrt nicht bloB die rasche und vollstaindige Kompensationsméglichkeit 
durch die Leber, sondern weist auch auf eine UCbherkompensation hin 
Hierauf fuBend, wird man sogar eine verminderte Eisenausscheidung 
nicht als unerwartet bezeichnen kénnen, vielmehr erblickt man in ihr 
den Ausdruck der Uberkompensation. In diesem Sinne sind auch diese 
Erfahrungen durchaus im Einklang mit der Lehre vom Anteil der Milz 
in der Regulation des Eisenstoffwechsels und ihrem Zusammenhang 
mit der bei Ausfall der Milz geweckten Kompensation. Da der Umfang 
von Tier zu Tier und erst recht von Tierart zu Tierart verschieden ist 
wird auch die GréBe des Eisenstoffwechsels nach Entmilzung, ohn« 
besondere Vorkehrungen, von Fall zu Fall wechselnd sein. 

Ich habe eine kleine Anzahl von Versuchen angestellt, bei denen 
ich, um den EiweiBgehalt der Nahrung herabzusetzen, den Hafer weg 
velassen habe. Das Ergebnis teile ich in der folgenden Tabelle mit 


Es zeigt sich eine gewisse Verminderung der Eisenausscheidung 
, Sie diirfte wohl damit zusammenhangen, daB mit dem Weglassen de 
Hafers zwar die EiweiBmenge der Nahrung herabgesetzt wird, gleich- 
zeitig aber auch die Eisenmenge. Bei tiberkompensierten Tieren wird 
anfanglich die Verminderung des Eisengehaltes der Nahrung erst recht 
zu einer Zuriickhaltung des Eisens fiihren. 


Ich habe, um ein Urteil itiber den Eisengehalt der von mir ge- 
reichten Nahrung zu gewinnen, den Eisengehalt des Hafers und der 
Riiben bestimmt. Die von mir gefundenen Werte fiir Riiben und Hafer 
sind: 0.4044 mg Eisen pro 40 g Riiben bzw. 0.7205 mg pro 30 g¢ Hafer 
Da dies gerade die Mengen von Nahrung sind, die ich den Tieren taglich 
reichte, so berechnet sich die taglich eingenommene Menge Eisen auf 
1.1249 mg. Dieser Wert ist ein verhaltnismaBig geringer und bewev' 
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Tabelle V. 
o) 

2% 88 &¢ rs &e ¢ i de 
.se $€ E635, 5 =5 5 2% 
ete v we s | s 2 
Sg 26 es2) £ Gtr & £2 

= = : 

Datum £S 23 2° = Zo = Ze Bomerkungra 
Cs ae = ae = 

1927 g mg mg mg mg mg 2 


Meerschweinchen Nr. 5, co. Vor der Entmilzung. 


8. VI. 5,565 1,0573 1,0573 - 2.8575 — | Fitterung mit 40, 
Riiben, etwas 


9. VI. 4,225 0,7605  0,7605 0,9077 1,8858 2.3297, 403 Heu, ohne Hater 


10. VI. 3,292 0,9053  0,9053 — 2.2464 ~ = 
Meerschweinchen Nr. 4. Nach Entmilzung. 

14. VI. 2,657 | 0,7971 | 0,7971 — 1,7519 455 _ Fiitterung mit 50g 

. cel | eve = a ad es Riiben, etwas 

15. VI. 2,138 0,7055 0,7055 0,7640 1,5505 | 1,6716 Heu, ohne Hater 

16. VI. 2,429 | 0,7895 0,7895 - 1,7125 461 


sich in den Grenzen der taglichen Eisenbediirfnisse der Tiere. Auf 
Grund dieser Bestimmung scheint mir der Beweis erbracht zu sein 
daB der Eisengehalt der gereichten Nahrung kaum von EinfluB auf 
die gefundenen Unterschiede in der Eisenausscheidung vor und _ nac} 
der Entmilzung gewesen sein kann, was schon daraus hervorgeht, dal 
die Resultate bei verschiedenen Tieren etwas in entgegengesetzte 
Richtung liegen. 


ZusammengefaBt, ist der wesentliche Inhalt der vorstehenden 
Arbeit der nachfolgende : 

1. Es wurde eine neue Methode ausgearbeitet, um an kleiner 
Versuchstieren vom Typus Meerschweinchen exakte Eisenstoffwechse! 
versuche auszufiihren. 

2. Die tagliche Eisenausscheidung der Meerschweinchen, die mit 
den gerade hinreichenden Mengen von Hafer und Riiben gefiitter 
wurden und sich vollstandig wohl befanden, betrug: 


Meerschweinchen Nr.3 . . 1,4321 mg 
* aa, le: en oe 
o ss See! as 


al ” 


3. Bei Tieren, die in einen unginstigen Zustand geraten, nimm' 
die Eisenausscheidung zu. 

4. Die Exstirpation der Milz fiihrt entweder zu einer kleinen 
Verminderung der Eisenausscheidung oder zu einer Vermehrung der 
selben. 
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». Die Vermehrung der Ausscheidung beruht nicht auf der 
nac weislich nicht vorhandenen Animie, sondern auf dem Fortfall 
der Milz. 

6. Die geringfiigige Verminderung der Eisenausscheidung beruht 
der friiher nachgewiesenen Uberkompensation des Milzausfalles 


durch die Leber bei Meerschweinchen. 

7. Die in Nr.5 und 6 enthaltenen Konstatierungen bestatigen 
die Lehre von dem Anteil der Milz am Eisenstoffwechsel, und die 
Notwendigkeit, die von Tier zu Tier verschiedene Kompensation bzw. 
Uberkompensation zu_beriicksichtigen. 


Berichtigung. 


In der Arbeit von P. J. Jurisic, Untersuchungen iiber die Bedeu- 
tung der §-Potentiale fiir elektroosmotische Fliissigkeitsiiberfiihrung 
durch Kollodiummembranen, Bd. 189, Heft 4/6, muB es auf S. 295 
oe ’ , 

statt v qb ED v qbED heiBen, wobei 1 den Abstand der Elek- 
4a4 4ay 

troden bedeutet. 
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